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SOMMARIO
Il Traslocatore Proteico (TSPO, 18kDa) è una proteina ubiquitaria che svolge un ruolo cruciale
nella  regolazione  di  processi  fondamentali  alla  base  della  vita/morte  cellulare,  quali
proliferazione, differenziamento, respirazione mitocondriale e sintesi degli steroidi (Caballero
B et al., 2013). 
A  livello  subcellulare,  TSPO è  localizzato  nella  membrana mitocondriale  esterna  e  prende
parte alla regolazione del poro multiproteico implicato nella transizione di permeabilità della
membrana  mitocondriale  (MPT)  (Caballero  B  et  al.,  2013),  fenomeno  consistente  in  un
improvviso aumento di permeabilità della membrana interna. In conseguenza a MPT si verifica
dissipazione del potenziale di membrana, “swelling” osmotico della matrice mitocondriale e
permeabilizzazione  della  membrana  esterna,  che  causa  il  rilascio  di  potenti  segnali  pro-
apoptotici (Fulda S et al., 2010).  
Il ruolo modulatorio di TSPO in tale processo e il ritrovamento della sua sovraespressione nei
tumori lo hanno reso un promettente target farmacologico nella cura del cancro. Nell’ambito
della ricerca di farmaci indirizzati a TSPO come potenziali antitumorali, numerosi studi hanno
dimostrato  che  ligandi  con  alta  affinità  di  legame  a  TSPO  sono  capaci  di  causare
efficacemente,  attraverso  induzione  di  MPT,  morte  apoptotica  in  differenti  tipi  di  cellule
maligne (Xia W et al., 2000; Sutter AP et al., 2003; Chelli B et al., 2004; Chelli B et al., 2005).
Tuttavia, la mancanza di correlazione tra la affinità di legame dei ligandi e la dose di efficacia
ha spesso messo in discussione la specificità degli effetti osservati (Scarf AM et al., 2012).
Recentemente è stato suggerito che gli effetti benefici di farmaci indirizzati verso altri target
biologici e comunemente in uso per la cura di determinati stati patologici, possono essere
attribuiti,  più  che  all’alta  affinità  di  legame del  farmaco,  alla  lunga  durata  del  complesso
farmaco-bersaglio, parametro noto come “Residence-time” (Copeland RA et al., 2006).
 Il Residence-time (RT) è un parametro cinetico che può essere determinato mediante saggi di
binding radioattivo e corrisponde al reciproco della costante di dissociazione (Koff) del ligando
dal suo target (RT=1/Koff).  
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Queste evidenze ci hanno spinto ad investigare, per la prima volta, se il “Residence-time” sia
un parametro in grado di influenzare l’efficacia di un ligando, anche nel caso dei ligandi al
TSPO.  A  tale  scopo  la  presente  tesi  è  stata  finalizzata  al  raggiungimento  di  due  obiettivi
principali:
1) determinazione del parametro RT per ligandi al TSPO;
2) studio degli effetti causati dalla stabile interazione del ligando irreversibile irDE-MPIGA
con TSPO in un modello di cancro in vitro e confronto dei risultati con i dati ottenuti
usando un ligando reversibile.
Per il raggiungimento dell’obiettivo 1 è stata effettuata la messa a punto di un metodo, noto
come “metodo di  associazione competitiva”,  capace  di  quantificare  i  parametri  cinetici  di
legame di ligandi non radiomarcati (Guo D et al., 2014). Mediante tale sperimentazione è stato
possibile determinare il valore di RT di ligandi classici al TSPO, quali PK11195 e Ro5-4864 e
ligandi a struttura indolilgliossilammidica.
Nel caso dell’obiettivo 2, i risultati più rilevanti riguardano la capacità di una dose nanomolare
di irDE-MPIGA di sensibilizzare il poro MPT al Ca2+ e attivare rapidamente apoptosi nelle cellule
tumorali. In parallelo, per ottenere effetti simili è risultata necessaria una dose micromolare di
ligando  reversibile  al  TSPO.  L'  efficacie  effetto  antitumorale  osservato  durante  la  stabile
interazione  irDE-MPIGA-TSPO  suggerisce  che  il  Residence-time  dovrebbe  essere  preso  in
considerazione come parametro importante nei processi di selezione di composti indirizzati al
TSPO con potenziale attività  antitumorale. 
Capitolo 1
INTRODUZIONE
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1.1  Il traslocatore proteico (18 kDa) TSPO
 Traslocatore Proteico  18 kDa (TSPO)  è  stato  identificato  per  la  prima volta  nel  1977 nel
tessuto renale, come sito di legame periferico per la benzodiazepina diazepam, che si lega   a
livello  centrale al  recettore per le  benzodiazepine,  appartenente al  complesso recettoriale
GABA
A
. Data  la  sua  collocazione  esterna  al  sistema  nervoso  centrale,  è  stato  identificato
inizialmente con il nome di recettore periferico delle benzodiazepine (PBR) (Braestrup et al.,
1977).
Nel corso degli anni sono stati proposti numerosi nomi alternativi per il PBR, sulla base di varie
proprietà della proteina, ma nessuno che riflettesse totalmente la sua natura e le sue funzioni.
Recentemente la comunità scientifica ha progressivamente supportato l'adozione del nome
Taslocatore Proteico (TSPO, 18 kDa) mitocondriale che descrive in modo più specifico il ruolo
subcellulare  della  proteina  e  le  funzioni  che  gli  sono  state  attribuite  (fra  cui  il  trasporto
mitocondriale di molecole quali colesterolo e porfirine).
Ad oggi i meccanismi molecolari alla base delle funzioni attribuitegli del TSPO non sono stati
ancora deﬁnitivamente chiariti. Il suo coinvolgimento è stato tuttavia osservato in numerosi
processi  cellulari  fra  cui  la  biosintesi  degli  steroidi,  la  modulazione  dei  canali  del  calcio
voltaggio-dipendenti,  la  crescita  e  il  diﬀerenziamento  cellulare,  l’apoptosi,
l’immunomodulazione e la biosintesi dell’eme, la respirazione mitocondriale e la risposta allo
stress ossidativo (Papadopoulos et al., 2006).
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Per questo largo coinvolgimento nelle funzioni biologiche della cellula, il TSPO rappresenta un
target di grande interesse nel trattamento di numerose patologie, fra cui il disordine d'ansia, il
disordine d'umore, le patologie neurodegenerative, la neuroinfiammazione e il cancro. 
Nel  cancro  in  particolare,  il  TSPO  desta  grande  attenzione  sia  come  bersaglio  della
chemioterapia, sia come marker per la crescita tumorale. È stato infatti dimostrato che il TSPO
è iperespresso in numerose forme tumorali e che i livelli più alti di espressione si riscontrano
in  forme  tumorali  particolarmente  aggressive,  come  ad  esempio  nel  cancro  prostatico
metastatizzato o nel tumore mammario ER-negativo (Galiegue et al., 2004; Han et al., 2003;
Hardwick et al., 1999).
Il  TSPO  risulta  iperespresso  anche  nel  glioblastoma  multiforme  (GBM),  uno  dei  tumori
cerebrali maggiormente diffusi e più aggressivi. L'aspettativa di vita per i pazienti affetti da tale
forma  tumorale  è  particolarmente  bassa  (circa  15  mesi  dal  momento  della  diagnosi),  in
quanto  caratterizzata  da  particolare  tendenza  all’invasività  e  alla  proliferazione  cellulare,
nonché  da  resistenza  alla  terapia  classica.  Nonostante  il  grande  impegno  della  ricerca  in
questo campo, non è stata ancora sviluppata una terapia in grado di migliorare la prognosi in
modo  sostanziale;  per  questo  motivo  la  ricerca  si  sta  indirizzando  verso  nuovi  bersagli
terapeutici. In quest'ottica il TSPO rappresenta una delle frontiere più interessanti poiché vari
studi hanno dimostrato che cellule di glioblastoma trattate con ligandi affini al TSPO vanno
efficacemente incontro ad apoptosi  (Chelli et al., 2004; Chelli et al., 2005). Il meccanismo alla
base di tale effetto viene individuato da molti nella modulazione del poro di transizione della
permeabilità mitocondriale (MPTP).  
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1.2  Localizzazione e struttura del TSPO
Il TSPO è una proteina evolutivamente conservata, largamente espressa a livello periferico, in
particolare  nei  tessuti  deputati  alla  sintesi  di  steroidi  e  nelle  ghiandole,  mentre  è  meno
abbondante a livello renale e cardiaco. Al contrario, il TSPO è poco diffuso nel sistema nervoso
centrale, dove la sua espressione è limitata alle cellule della glia e nel fegato (Gatliﬀ et al.,
2012). 
Al  livello  subcellulare,  il  TSPO  è  localizzato  prevalentemente  sulla  membrana  esterna  dei
mitocondri,  con  un  aumento  significativo  di  concentrazione  nelle  zone  di  contatto  di
quest'ultima con la membrana interna. La proteina è stata tuttavia identificata anche a livello
nucleare, sulla membrana plasmatica e sulle membrane di altri  organelli  cellulari,  sia nelle
cellule di tessuti sani che cancerosi (Garnier et al., 1993, Venturini et al., 1998, Hardwick et al.,
1999). 
Dal punto di vista strutturale, il TSPO è una proteina di 18 kDa, costituita da 169 amminoacidi.
La struttura secondaria è organizzata in 5 domini transmembrana, ognuno dei quali composto
da 21 amminoacidi disposti ad α-elica, collegati fra loro da loop idrofilici. Sono inoltre presenti
due catene terminali di cui l’estremità carbossil-terminale è situata nel citoplasma e quella
ammino-terminale è rivolta verso l’interno del mitocondrio (Austin et al., 2013). 
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Figura 1a: Struttura del TSPO. Sequenza amminoacidica completa. I loop citosolici 1 e 2 sono responsabili del
legame a piccoli ligandi, come ad esempio le benzodiazepine o le pirazolopirimidine. La regione C-terminale
lega il colesterolo. (Immagine adattata da Korkhov et al., 2010).
Figura  1b:  Struttura  del  TSPO. (A)  Visione  tridimensionale  della  struttura  secondaria.(B)  Visione
tridimensionale dei siti di legame per colesterolo (CRAC situato sul'estremità C-terminale; residui 147-159) ,
PK11195 (blu) e Ro5-464.(verde). (C ) Visione dall'alto. (Immagine adattata da Selvaraj et al., 2015).
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1.3  Ruoli biologici del TSPO
Trasporto del colesterolo e biosintesi degli steroidi. Il TSPO presenta un sito di legame
per il colesterolo ed è responsabile del suo trasporto dalla membrana mitocondriale esterna a
quella  interna  dove  viene  convertito  in  pregnenolone  ad  opera  dell’enzima  colesterolo
desmolasi (citocromo P450
scc  
o CYP11A1). Questo processo rappresenta la prima tappa nella
sintesi  degli  steroidi  e lo stadio che ne limita la velocità.  Nonostante questa sia una delle
funzioni  più  studiate  e  sostenuta  da  molti  dati  della  letteratura,  una  recentissima
pubblicazione (Banati  et  al.,  2014)  ha documentato che topi  TSPO-knock out sono vitali  e
presentano  un  fenotipo  paragonabile  a  topi  wilde  type,  e  producono  normali  livelli  di
pregnenolone.
Il principale modulatore per il riconoscimento e la veicolazione del colesterolo nel mitocondrio
è la proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein). Tuttavia risulta fondamentale la
formazione di un complesso multimolecolare, che vede l’interazione della proteina StAR con il
TSPO, la proteina citosolica PAP7 (PBR associated protein 7), la proteina VDAC e la subunità
regolatoria RIα della proteinchinasi A (Miller et al., 2013). Le modalità attraverso cui queste
proteine interagiscono e veicolano il colesterolo attraverso le membrane mitocondriali sono
attualmente oggetto di studio. 
Trasporto delle porﬁrine e biosintesi dell’eme. Essendo il principale sito deputato alla
sintesi dell'eme, i mitocondri contengono alti livelli di ferro. Il TSPO è in grado di legare un
vasto  numero  di  porfirine,  fra  cui  la  protoporfirina  IX,  la  mesoporfirina  IX  e  l'emina,  e
traslocarle all'interno del mitocondrio dove subiscono l'incorporazione del ferro per la sintesi
dell'eme. 
                                                                                                                      INTRODUZIONE | 13
Immunomodulazione. È stato dimostrato che il TSPO è largamente espresso nelle cellule
immunocompetenti (Gavish et al., 1999), come ad esempio  la microglia, i monociti, i linfociti
e  i  leucociti.  Ciò  ha  indotto  a  pensare  che  il  TSPO  sia  coinvolto  nella  modulazione  delle
funzioni del sistema immunitario e quindi nella risposta infiammatoria. Una sovraespressione
del  TSPO  è  stata  riscontrata  negli  stati  infiammatori,  fra  cui  le  miocarditi  e  le  patologie
infiammatorie  del  tratto  intestinale  (morbo  di  Crohn  e  colite  ulcerosa)  così  come  nella
neuroinfiammazione (Xiaolong et al., 2012; Ostuni et al., 2010;  Suridjan et al., 2014).
Respirazione cellulare. In condizioni  fisiologiche i  mitocondri  rappresentano il  principale
sito  per  la  sintesi  dell'ATP.  Allo  scopo  di  soddisfare  la  domanda  di  ATP,  la  fosforilazione
ossidativa e il trasporto degli elettroni devono essere mantenuti sotto controllo attraverso un
processo noto come respirazione cellulare.  I  ligandi del  TSPO PK11195 e Ro5-4864 hanno
dimostrato  di  aumentare il  ritmo dello  stadio  IV  e  diminuire il  ritmo dello  stadio  III  della
respirazione cellulare (Hirsh et al., 1989). Un recente studio effettuato su topi TSPO-knock out
ha mostrato una riduzione nella produzione di ATP mitocondriale, suggerendo un importante
ruolo regolatorio della proteina nella respirazone cellulare (Banati et al., 2014).
Traslocazione delle proteine mitocondriali e proliferazione cellulare. La maggior parte
delle proteine mitocondriali, fra cui anche la proteina StAR, sono sintetizzate nel citoplasma
nei  polisomi,  sottoforma  di  pre-proteine  e  solo  successivamente  vengono  trasportate
all'interno del mitocondrio, per mezzo del TSPO, per la maturazione e l'uso. Questo processo è
fondamentale  nella  proliferazione cellulare,  in  quanto l'ingresso  di  proteine all'interno del
mitocondrio, per svolgere attività metaboliche e di biosintesi, è implicato nel ciclo cellulare. La
sovraespressione  del  TSPO  in  molti  tumori,  è  correlata  da  molti  con  un  aumento
dell'aggressività e della tendenza a metastatizzare proprio a causa delle sua attività a sostegno
della proliferazione cellulare.
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Figura  2.  Funzioni  del  TSPO.  1)  Insieme  ad  altre  componenti  è  implicato  nella  regolazione
dell'MPT poro. 2) Lega e trasporta il  colesterolo nei  mitocondri  per la sintesi degli steroidi.
3)  Lega e  trasporta  le  porfirine,  ed  in  particolare  la  protoporfirina  IX,  nel  mitocondrio  per
la  sintesi  dell 'eme.  4)  Trasporta  le  preproteine  mitocondriali  nel  mitocondrio  per  la
maturazione.  5)  Presenta  un  sito  di  legame  per  piccoli  l igandi,  come  ad  esempio  la
benzodiazepina  Ro5-4864  o  l' isochinolina  PK11195,,  che  sono  in  grado  di  modulare  le
azioni del TSPO. (Immagine adattata da Qi et al.,  2012)
                                                                                                                      INTRODUZIONE | 15
1.4  Modulazione  dell'attività  del  poro  di  transizione  della
permeabilità mitocondriale e regolazione dell'apoptosi
TSPO rappresenta  uno  dei  modulatori  di  un  complesso  multiproteina  noto  come poro  di
transizione della permeabilità mitocondriale (MPTP). L'esatta struttura del poro è ancora oggi
oggetto  di  studio.  Il  modello  più  accreditato  prevede  che  partecipino  alla  struttura  del
complesso proteico proteine quali:
• VDAC (canale anionico voltaggio-dipendente), situata nella membrana mitocondriale
interna;
• ANT (trasportatore del nucleotide adenosina), situata nella membrana mitocondriale
esterna;
• la ciclofilina D, una peptidil-prolil isomerasi della famiglia delle ciclofiline localizzata
nella matrice mitocondriale 
e che partecipino alla sua regolazione, oltre al TSPO, anche le proteine:
• esochinasi, localizzata nel citosol
• creatinchinasi, localizzata nello spazio intermembrana
• DBI (inibitore del legame del diazepam)
• trasportatore del fosfato
• famiglia delle proteine Bcl-2 
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Studi su topi knock-out hanno tuttavia dimostrato che sia VDAC che ANT non sono essenziali
nella struttura del poro, in quanto la mancanza di tali proteine non ne altera comunque la
funzionalità (Baines et al., 2007, Kokoszka et al., 2004).
 Allo stato attuale, l'unico costituente accertato indispensabile per la funzionalità dell'MPTP è
la ciclofilina D.
Recenti studi hanno avanzato un nuovo modello strutturale per MPTP, secondo cui il poro si
forma  dalla  dimerizzazione  della  ATP-sintasi  e  che  tale  processo  è  ﬁnemente  regolato  e
modulato da numerose molecole, tra cui cicloﬁlina-D  (Giorgio et al., 2013).
Figura 3. Il modello classico proposto per MPTP (a sinistra) comprende l’attività di canalizzazione di ANT 
sulla membrana mitocondriale interna e del VDAC su quella esterna, circondati da un gran numero di 
regolatori (CypD, TSPO, GSK3β e CK tra i più rappresentativi). Il nuovo modello (a destra nella ﬁgura) 
considera invece la subunità C della ATP sintasi mitocondriale come un componente chiave di MPTP.
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In  condizioni  fisiologiche  il  poro  MPT  è  coinvolto  nel  mantenimento  dell'equilibrio
omeostatico del mitocondrio poichè controlla attivamente il potenziale di membrana (Δψm)
attraverso la regolazione del transito di ioni. 
Nelle cellule danneggiate, l'apertura prolungata del poro causa il flusso incontrollato di ioni ed
altre  sostanze  all'interno  della  matrice,  che  si  traduce  nella  permeabilizzazione  della
membrana mitocondriale e dissipazione del potenziale.
 La transizione del potenziale è innescata dal calcio in presenza di induttori, fra cui i più noti
sono il fosfato inorganico (PI) e gli ossidanti tiolici. Al contrario, alcune sostanze sono in grado
di  diminuire  la  sensibilità  al  calcio,  e  fra  queste  il  magnesio,  il  nucleotide  adenina  e  la
ciclosporina A. 
In vitro,  la transizione del potenziale ha un eﬀetto critico sull’omeostasi ionica favorendo il
rilascio  di  calcio  dalla  matrice,  il  rigonﬁamento  osmotico  (swelling)  del  mitocondrio  e  la
fuoriuscita di varie molecole tra cui il citocromo C, la ﬂavoproteina AIF (fattore d’induzione 
dell’apoptosi)  e  la  proteina  Smac.  La  flavoproteina  AIF  trasloca  nel  nucleo  dove  induce
condensazione della cromatina e frammentazione del DNA. Il citocromo C passa invece nel
citosol  dove interagisce  con Apaf-1  (fattore  attivante dell’apoptosi)  innescando attivazione
delle caspasi. Ciò causa l'attivazione di un complesso di enzimi fondamentale nell’indurre il
riarrangiamento  strutturale  del  nucleo,  del  citoscheletro  e  della  membrana  plasmatica,
caratteristici dell’apoptosi. L’MPTP quindi risulta un elemento critico nel processo della morte
cellulare.
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1.5  Attività antitumorale di ligandi del TSPO
Il TSPO ed i suoi ligandi sono stati proposti quali modulatori della proliferazione cellulare e del
processo apoptotico, ma l’esatto meccanismo non è stato ancora completamente chiarito. La
regolazione può avvenire a diversi livelli  e il  meccanismo proposto include la modulazione
dell’MPTP o la diretta interazione con molecole pro- o anti-apoptotiche (Gatliﬀ, 2012). 
Ligandi classici al TSPO quali PK11195, Ro5-4864 e FGIN-1-27 sono in grado di diminuire il
potenziale di membrana mitocondriale, provocando apoptosi e arresto del ciclo cellulare nella
fase G1/G0 in diverse linee cellulari tumorali (Veenman, 2012; Hirsch et al., 1998; Decaudin et al.,
2002; Akech et al., 2005; Strohmeier et al., 2002). Tuttavia tale attività antitumorale è stata
osservata utilizzando concentrazioni molto alte di ligandi al TSPO (Tabella 1).
 Resta da chiarire  appieno la  relazione che esiste tra  l’aumentata espressione del  TSPO e
l’eﬀetto anti-proliferativo e pro-apoptotico dei suoi ligandi nelle cellule tumorali.
Resta 
                                                                                                                      INTRODUZIONE | 19
 
Tabella 1. Ligandi del TSPO e relativi effetti in varie linee cellulari
Ligando Linea cellulare Effetto Rif.
Ro5-464 (100-200 μM),
PK11195 (50-80 μM),
Diazepam (50-80 μM)
Jurkat
(linfoblastoma umano)
Induzione
dell'apoptosi Decaudin et al., 2002
BBL22 (50 μM)
PC3, LNCaP (tumore
prostatico), HBL100
(tumore mammario)
Induzione
dell'apoptosi Xia et al., 2000
 FGIN-1-27,  Ro5-4864
(10-100 μM), PK11195
(25-100 μM)
HT29 (carcinoma colon-
rettale)
Induzione
dell'apoptosi Maaser et al., 2001
FGIN-1-27 (10-100
μM), PK11195 (10-100
μM)
KYSE-140 (carcinoma
squamoso esofageo),
OE-33
(adenocarcinoma) 
Induzione
dell'apoptosi Sutter et al., 2002
PIGA (25 μM) C-6 (glioma) Induzionedell'apoptosi Chelli et al., 2005
Ro5-464 (1-100 μM) ,
PK11195 (1-100 μM)
C-6 (glioma) Induzione
dell'apoptosi
Chelli et al., 2004
PK11195 (75 μM) KG1a Chemo-sensitizzazione Banker et al., 2001
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1.6  Il Residence Time
Una delle principali cause che determinano il fallimento nello sviluppo di nuovi farmaci è la
scarsa efficacia che essi dimostrano in vivo. Un fattore importante che contribuisce a questo
problema è la variabilità che esiste fra i dati ricavati in vitro e la effettiva efficacia dimostrata in
vivo.  Per  questo  motivo,  la  ricerca  si  sta  indirizzando  verso  lo  sviluppo  di  nuovi  modelli
sperimentali, in grado di fornire dati più predittivi sull'efficacia  in vivo nelle fasi precoci del
design e dello sviluppo di nuovi farmaci.
Il principale responsabile dell'attività farmacologica è il legame che si stabilisce fra un ligando
e il suo target molecolare.
La  valutazione  quantitativa  dell'interazione  ligando-target  avviene  comunemente  in  modo
diretto attraverso la misurazione di parametri di legame all'equilibrio termodinamico, come ad
esempio l'affinità di legame (Kd),  oppure in modo indiretto, attraverso la misurazione degli
effetti del ligando sull'attività funzionale del target.  Questo tipo di esperimenti prendono in
considerazione un sistema chiuso, in cui le concentrazioni di ligando e recettore sono costanti
ed omogenee, e l'unica variazione riguarda la concentrazione di specie libere e legate man
mano  che  il  sistema  tende  all'equilibrio.  Il  corpo,  tuttavia,  è  un  sistema  aperto,  dove  le
concentrazioni  di  un  ligando al  sito  recettoriale  possono essere estremamente  variabili  (a
causa dei processi di assorbimento, distribuzione, metabolismo ed escrezione) e difficilmente
vengono raggiunte le condizioni  di  equilibrio.  In tal  senso,  prevedere l'efficacia di  possibili
nuove molecole basandosi  unicamente su parametri  ottenuti  all'equilibrio  può non essere
sufficiente. 
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Recenti lavori (Swinney, 2009; Vauquelin et al., 2010; Zhang et al., 2009) hanno dimostrato
che,  molto  importante  per  la  valutazione  dell'efficacia  in  vivo,  è  anche  la  durata
dell'interazione fra il ligando e il  suo target, dal momento che un ligando esercita il suo effetto
solo quando è legato al suo target.  
Il “Residence Time” (RT) misura il tempo durante il quale un ligando forma un complesso con il
suo recettore ed è definito come il  reciproco della costante di dissociazione Koff (RT=1/koff)
(Cooperland et al., 2006). Questo parametro rappresenta una valida integrazione ai parametri
di legame all'equilibrio in quanto offre un'indicazione sull'efficacia  in vivo: si suppone infatti
che maggiore è il  tempo per cui un ligando rimane legato al suo target, maggiore sarà la
durata  dell'effetto biologico da esso esercitato, sia in vitro che in vivo.
Questa  interpretazione  appare  forse  semplicistica,  tuttavia  dall'esame  retrospettivo  di  50
farmaci indirizzati verso 12 differenti target approvati dalla FDA fra il 2001 e il 2004 (Swinney,
2006), circa il 70% delle molecole con un lungo RT ha mostrato un'efficacia maggiore rispetto
ad analoghi terapeutici con RT brevi. Nella Tab. 2 sono riportati alcuni farmaci per i quali un
lungo RT è stato associato con benefici biologici o clinici.
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Tabella  2.  RT  di  alcuni  agenti  farmacologici  nei  conftonti  del  rispettivo  target
recettoriale
Recettore Ligando RT Indicazioni Ref.
H1 Desloratadina > 8,7 ore Allergia Anthes, 2002
M3 Tiotropio 11 ore
Broncopneumopatia
cronica ostruttiva
Dawling, 2006
NK1 Aprepitant 3,6 ore
Nausea da
chemioterapia Hale, 1998
5-HT2 Ritanserin 3,9 ore
Disturbo bipolare,
ansia, depressione
Leysen, 1985
Steroide 5α-
reduttasi
Finasteride
> 43 giorni
(enz. tipo 2)
20 giorni
(enz. tipo 1)
Iperplasia prostatica
benigna, cancro
prostatico, alopecia
androgenica
Bull, 1996
HIV-1 proteasi Darunavir > 14 giorni Infezione da HIV-1 Dierynck, 2007
Dipeptidil
esopeptidasi IV
Saxagliptin 5,1 ore Diabete tipo II Kim, 2006
AT1 Telmisartan 1,9 ore Ipertensione Maillard, 2002
Inibitori delle proteasi. Gli inibitori delle protasi dell'HIV sono stati approvati per la prima
volta  nel  1995  e  si  sono  rivelati  essenziali  nella  terapia  antiretrovirale  del  virus  HIV-1.
Darunavir, entrato in commercio nel 2006, si distingue dagli altri inibitori per la sua spiccata
efficacia sia verso il virus  wilde-type, sia verso la forma resistente agli altri inibitori. Darunavir,
rispetto  agli  altri  inibitori,  mostra  un  RT  estremamente  lungo  (>  14 giorni),  e  questa  sua
caratteristica, insieme alla sua emivita plasmatica, è stata proposta come fondamentale per il
mancato sviluppo di resistenza da parte del virus. 
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Recettori accoppiati a proteina G
Recettori muscarinici. Per quanto riguarda i recettori accoppiati a proteina G (GPCRs), un
esempio interessante è rappresentato dal Tiotropio, antagonista non selettivo del recettori
muscarinici  indicato  nel  trattamento  della  broncopneumopatia  cronica  ostruttiva  (BPCO).
Nonostante la mancanza di selettività nei confronti dei cinque sottotipi recettoriali, il Tiotropio
mostra un lungo RT solo verso il recettore M3 ed è questa caratteristica che lo rende utile nel
trattamento  della  BPCO.  Un'altra  molecola  entrata  recentemente  in  commercio  per  il
trattamento della BPCO è l'Aclidinio. L'Aclidinio ha un affinità nei confronti del recettore M3
simile a quella del Tiotropio, tuttavia il  suo RT è circa la metà. Questa peculiarità si riflette
nella  durata  dell'effetto  (29  ore  vs  64  ore)  e  conseguentemente  nel  regime  di
somministrazione  che  prevede  un'unica  dose  giornaliera  per  il  Tiotropio  e  due  dosi  per
l'Aclidinio.  Entrambi  mostrano  comunque  una  durata  d'azione  molto  più  elevata  rispetto
all'Ipratropio,  che  ha  un  RT  nettamente  minore  e  richiede  fino  a  4  somministrazioni
giornaliere.
Recettori per le neurochinine. Altro esempio per quanto riguarda i recettori accoppiati a
proteina  G  è  rappresentato  dall'Aprepitant,  antagonista  selettivo  del  recettore  NK1 per  le
neurochinine,  utilizzato  nella  terapia  della  nausea e  del  vomito  associati  a  chemioterapia.
Aprepitant mostra un RT molto lungo che lo classifica come antagonista non competitivo per il
recettore.  CP-99994  e  ZD6021  sono  altri  antagonisti  NK1,  con  costanti  di  affinità  simili
all'Aprepitant  ma  RT  più  brevi.  Studi  sull'efficacia  hanno  dimostrato  che  l'attività  in  vivo
diminuisce passando da Aprepitant a ZD6021 a CP-99994, in accordo con il  rapporto fra i
rispettivi RT.
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Recettori adenosinici. Recentemente è stato determinato il RT per una serie di ligandi del
recettore adenosinico A2A (Guo et al., 2012). I risultati ottenuti hanno dimostrato che il RT si
correla in modo migliore all'efficacia funzionale rispetto al tradizionale parametro di affinità
all'equilibrio.
Non  sempre  un  lungo  Residence  Time  è  auspicabile  per  ottenere  la  migliore  attività
farmacologica. In alcuni casi, ad esempio, una lunga occupazione del recettore determina la
comparsa di  tossicità,  e  sono quindi  da preferirsi  ligandi  che si  dissociano rapidamente.  È
questo il caso, ad esempio, degli antagonisti del recettore dopaminergico D2, utilizzati come
neurolettici antipsicotici. Le prime molecole appartenenti a questa classe entrate in terapia
sono  state  l'Aloperidolo  e  la  Clorpromazina,  antagonisti  con  elevata  affinità  e  lungo  RT.
L'efficacia di tali molecole nel trattamento della psicosi è tuttavia accompagnata da numerosi
effetti  collaterali,  inclusi  sintomi  extrapiramidali  e  prolattinemia.  Recentemente  sono  stati
introdotti  in  commercio  nuovi  antagonisti  D2 con  RT  considerevolmente  più  brevi,  e  ciò
sembra aver diminuito in modo significativo la comparsa di effetti avversi legati alla terapia
(Kapur et al., 2000; Seeman, 2005).
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PARTE PRIMA
2.1  Preparazione di membrane di rene di ratto
Dopo essere stati  espiantati,  i  reni  sono stati  sminuzzati  e  sospesi  in  rapporto 1:10 in  un
tampone contenente: Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 (T50), saccarosio 0.32 M, EDTA 1 mM, inibitori
delle  proteasi  (benzamidina 160 µg/ml,  bacitracina 200 µg/ml  e  inibitori  della  tripsina 20
µg/ml). La sospensione ottenuta è stata omogenizzata con Ultraturrax e centrifugata  a 600 x g
per  10  minuti  alla  temperatura  di  4  °C.  Dalla  centrifugazione  sono  stati  ottenuti  un
sovranatante S1, che viene conservato, e un pellet, P1, che viene risospeso in circa 15 ml di
tampone,  turraxato  e  ricentrifugato  a  600  x  g  per  10  minuti  a  4  °C.  Dalla  seconda
centrifugazione sono stati ottenuti un pellet, P2, che è stato scartato, e un sovranatante, S2,
che è stato unito a S1 e sottoposto a centrifugazione a 10000 x g per 10 minuti a 4 °C. Dalla
terza centrifugazione sono stati ottenuti un nuovo sovranatante, S3, che è stato scartato, e un
pellet, P3, contentenente le membrane, che è stato sospeso in Tampone Tris- 50mM, pH7.4
(T50), omogenizzato, aliquotato e congelato a -20 °C fino al momento dell'utilizzo.
2.2 Determinazione della concentrazione proteica in membrane
di rene di ratto
Per determinare la concentrazione delle proteine totali presenti nei campioni di membrane di
rene di ratto è stato utilizzato il saggio proteico Bio-Rad, che si basa sul metodo colorimerico
di Bradford, largamente utilizzato perché sensibile, economico e di rapida esecuzione. Questo
saggio prevede l'utilizzo del colorante Coomassie brilliant blue G-250, che vira da rosso a blu
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in seguito al  legame con residui  amminoacidici  basici  (in special modo lisina e arginina)  o
aromatici.
Il dosaggio proteico è stato effettuato in duplicato secondo il seguente schema:
Acqua Milli-Q Tampone (T50) Membrane Bio-Rad
Bianco 780 µl 20 µl - 200 µl
Bianco1 780 µl 20 µl - 200 µl
Campione 780 µl - 20 µl 200 µl
Campione1 780 µl - 20 µl 200 µl
In presenza di proteine il reattivo sviluppa una colorazione tendente al blu, la cui intensità è
direttamente  proporzionale  alla  concentrazione.  Il  campione  è  stato  quindi  letto  allo
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 595 nm.
Dai valori di assorbanza è possibile risalire alla concentrazione proteica del campione grazie
all'equazione di una retta di taratura, precedentemente costruita utilizzando concentrazioni
note di albumina sierica bovina (2,5-20 μg proteine/μl).
 
Figura 4.  Retta di  taratura costruita utilizzando albumina sierica bovina (BSA).  L'equazione
della retta riportata è y = 0,0351 x
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2.3  Curva di saturazione del legame del [3H]PK11195 e analisi 
Scatchard in membrane di rene di ratto
Le proprietà dei siti  di  legame possono essere valutate attraverso studi di saturazione che
utilizzano ligandi radiomarcati; in tal modo è possibile sia determinare l’affinità del ligando per
i  siti  presenti  sulle  membrane,  sia  avere una stima del  numero di  siti  in  un dato tessuto.
L’affinità è misurata in termini di costante di dissociazione all’equilibrio (Kd); la densità massima
dei siti di legame è indicata come Bmax. I dati di saturazione del legame del radioligando sono
trasformati, per permettere un’analisi più immediata, in un grafico conosciuto come Scatchard
plot,  nel  quale  sono  riportati  in  ascissa  la  quantità  di  siti  legati  (Bound)  alle  varie
concentrazioni  di  radioligando  e  in  ordinata  il  rapporto  tra  i  siti  legati  e  la  quantità  di
radioligando libero (Bound/Free). I valori di Kd e Bmax  sono determinati rispettivamente dalla
pendenza (Slope) e dall’intercetta sull’asse delle ascisse. 
Figura 5. Curva di saturazione del legame di e Scatchard plot.
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L’analisi  Scatchard  risulta  vantaggiosa  poiché  permette  di  ottenere  una  stima  della
concentrazione dei recettori senza richiedere concentrazioni saturanti di radioligando. Tuttavia
le stime delle B
max
 fatte da analisi Scatchard possono essere soggette a errori significativi se la
più alta concentrazione di radioligando non supera almeno il valore delle K
d
.
Negli studi di saturazione, l'omogenato di membrane di rene di ratto (corrispondente a 30 µg
di proteine) è stato incubato con concentrazioni crescenti di radioligando [3H]-PK11195 (0,1-
20 nM; A.S. 85,7 μCi/nmol, Perkin-Elmer Life Sciences) in un volume ﬁnale di 0.5 ml di T50 per
un tempo di 90 minuti a 0 °C. Il legame aspecifico è stato ottenuto in presenza di PK11195 1
µM solubilizzato in etanolo (la concentrazione di etanolo nel mezzo di incubazione è stata
mantenuta  inferiore  all'1%).  Al  termine  dell’incubazione  i  campioni  sono  stati  filtrati
sottovuoto utilizzando ﬁltri in ﬁbra di vetro GF/C e su ogni filtro sono stati effettuati tre lavaggi
con 3 ml di tampone freddo. I livelli di radioattività sono stati inﬁne misurati tramite contatore
a scintillazione liquida (TopCount; Perkin Elmer Life and Analytical Sciences; 65% di efficienza).
L’analisi dei dati ottenuti, in accordo con il metodo di Scatchard, ha consentito il calcolo della
K
d
 e della B
max
.
L’elaborazione dei dati è stata effettuata usando il  software GraphPad Prism 5 (equazione:
Binding saturation; one site Specific binding).
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2.4  Curva di competizione del legame di [3H]PK11195 mediante
l’uso di ligandi sintetici in membrane di rene di ratto
Questo saggio permette di valutare l’inibizione del legame di un radioligando al proprio sito di
legame da parte di un composto che compete per lo stesso sito. 
La preparazione biologica contenente il  recettore/proteina di  interesse viene incubata con
concentrazioni  crescenti  del  composto  e  una  concentrazione  fissa  di  radioligando  fino  al
raggiungimento  dell’equilibrio.  Al  termine  dell’incubazione  i  campioni  vengono  processati
come descritto precedentemente al fine di separare la quota del radioligando rimasto libero
da quello legato al recettore. Il legame specifico del radioligando risulterà ridotto nei campioni
contenenti il composto competitore e tale riduzione sarà sempre più marcata all’aumentare
della concentrazione dello stesso. Il  legame specifico del radioligando ottenuto per ciascun
campione contenente  una determinata  concentrazione  di  composto  viene  espresso  come
percentuale rispetto al campione di controllo (100%; nel quale non è stato aggiunto l’agente
competitore).
La curva di competizione del legame del radioligando viene costruita utilizzando l’equazione
dose-risposta (log(inhibitor) vs. response) tramite il  software GraphPad Prism 5. Nel grafico
vengono  riportate  le  concentrazioni  del  composto  nelle  ascisse  (come  Log  della
concentrazione, espressa in molarità) e le corrispondenti percentuali di legame specifico di
radioligando nelle ordinate. 
Mediante tale analisi si ottiene la concentrazione di competitore in grado di inibire per il 50%
il legame speciﬁco del radioligando (IC50) che può essere trasformata in costante di inibizione
(Ki) del competitore, mediante l’equazione di Cheng e Prusoﬀ:
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K i=
IC50
(1+[L]
K d
)
Dove:
             K
d
 = costante di dissociazione del radioligando
             [L] = concentrazione del radioligando
Nel  caso  della  determinazione  dei  valori  di  K
i
 dei  ligandi  impiegati  nella  presente  tesi,
l'omogenato  di  membrane  (corrispondente  a  20  µg  di  proteine)  è  stato  incubato  con
concentrazioni crescenti di composto e una concentrazione fissa di [3H]-PK11195 (1 nM; A.S.
85,7 μCi/nmol) per 90 min a 0°C. La costante di inibizione K
i
 è stata ricavata per i ligandi di
riferimento  al  TSPO  PK11195, Ro5-4864  (Sigma-Aldrich  Milano,  Italia)  e  altri  ligandi  2-
fenilindol-3-ilgliossilammidici,  sintetizzati  dal  gruppo  di  ricerca  diretto  dal  Professore  Da
Settimo del Dipartimento di Farmacia (Da Settimo et al., 2008; Primofiore et al., 2004).
2.5  Curve  cinetiche  di  associazione  e  dissociazione  di
[3H]PK11195 mediante metodo “tradizionale”
La costante di associazione (K
on
) di un radioligando per un recettore è determinata misurando
la quantità di radioligando legato in funzione del tempo. Al tempo t=0 viene aggiunta alle
membrane una specifica concentrazione di radioligando, e la quantità di esso legata, chiamata
[B], viene misurata a vari intervalli di tempo fino al raggiungimento dell’equilibrio.
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 La cinetica di associazione è eseguita in condizioni di pseudoprimordine ([L]>>) e quindi è
analizzabile tramite la seguente equazione:
ln[Beq]
[Beq]−[B]
=
K on⋅t⋅[Lt ]⋅Bmax
[Beq]
Dove:
[B]= concentrazione del complesso radioligando-recettore;
[Lt]=concentrazione del radioligando totale;
[Beq]= concentrazione del complesso recettore-radioligando all’equilibrio;
B
max
= concentrazione totale dei recettori. 
Integrando tale equazione otteniamo un grafico lineare in cui la pendenza della retta è in
relazione con la costante di dissociazione K
on
.
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La pendenza di tale grafico è detta K
obs
. La K
obs
 è messa in relazione alla concentrazione del
radioligando nell’equazione:
K
obs
= Kon [L] + Koff
Calcolando differenti K
obs
 a diverse concentrazioni di radioligando si può verificare la relazione
che esiste tra Kon e Koff: le diverse Kobs  graficate in funzione delle rispettive concentrazioni di
radioligando, creano una retta che ha per pendenza Kon e per intercetta sulle ordinate Koff
La  costante  della  variazione  della  concentrazione  del  complesso  recettore-radioligando  è
definita da:
d [B]
dt
=−K off⋅[B]
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Integrando si ottiene:
ln[B]
[B0 ]
=−koff⋅t
dove:
[B0]=  concentrazione  del  complesso  recettore-radioligando  prima  dell’aggiunta  del
ligando che compete;
[B]= concentrazione del complesso recettore-radioligando ai diversi tempi.
La costante di dissociazione K
off
 corrisponde al negativo della pendenza del grafico. 
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Una volta che la costante di associazione e di dissociazione sono state determinate può essere
calcolata la costante di dissociazione K
d
 in quanto esiste la relazione:
K d=
K off
K on
Questo  valore  può  essere  comparato  alla  costante  di  dissociazione  che  deriva  dagli
esperimenti di saturazione, per verificarne l’accuratezza.
Per determinare la costante di associazione (K
on
) del [3H]PK11195, è stata calcolata la  k
obs
 a
diverse  concentrazioni  di  [3H]PK11195  (A.S.  21,4  μCi/nmol).  L'aggiunta  del  [3H]PK11195
all'omogenato di membrane (30 µg di proteine) in un volume totale di 0,5 ml di T50 ha dato
inizio all'esperimento (t=0) che è stato poi mantenuto in incubazione per 2 ore. I campioni
sono stati quindi filtrati a vari tempi in modo da costruire le curve di associazione.
La costante di dissociazione Koff è stata determinata incubando l'omogenato di membrane (30
µg di proteine) con [3H]PK11195 alla concentrazione di circa 30 nM  (A.S. 21,4 μCi/nmol) in un
volume finale di 0,5 ml di T50 a 0 °C. Dopo una preincubazione di 2 ore, è stata indotta la
dissociazione del complesso per aggiunta di PK11195 5 μM e la percentuale di legame al TSPO
è stata quindi determinata a vari intervalli di tempo per un totale di 2 ore.
2.6  Curve di associazione competitiva per ligandi al TSPO non
radiomarcati e determinazione del loro “Residence time”
I parametri cinetici di ligandi non radiomarcati sono stati ottenuti utilizzando il modello teorico
di  Motulsky  e  Mahan (5).  Secondo questo  modello,  le  interazioni  tra  un radioligando e il
                                                                                                              MATERIALI E METODI | 36
competitore sono descritte da due equazioni differenziali che possono essere risolte in una
singola  equazione  descrivente  il  legame  del  radioligando  in  funzione  del  tempo.  Tale
equazione permette di determinare la costante di associazione e di dissociazione del ligando
competitore (Motulky e Mahan, 1983). Le velocità di associazione e dissociazione per ligandi
non  marcati  possono  essere  calcolate  inserendo  i  dati  nel  modello  di  associazione
competitivo:
      
Dove:
X = tempo (min);
Y = legame specifico di [3H]PK11195 (fmol/mg protein);
k1 and k2 = rispettivamente, Kon (M-1 min-1) e Koff (min-1) di [3H]PK11195, determinate
dai saggi “tradizionali” per la determinazione dei parametri cinetici del radioligando;
L = concentrazione usata di [3H]PK11195 (nM);
B
max
 = legame totale (fmol/mg protein);
I = concentrazione del ligando non marcato (nM).
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Fissando questi parametri è possibile calcolare i seguenti parametri: k3, che è il valore di Kon
(M-1 min-1) del ligando non marcato e k4 che è il valore di koff (min
-1) del ligando non marcato. 
Tale  approccio  prevede  l'addizione  simultanea  di  radioligando  e  del  competitore  alla
preparazione contenente il recettore di interesse, in modo tale che al t=0 tutti i siti recettoriali
siano occupati. 
Il  radioligando  [3H]PK11195  (approssimativamente  30  nM;  A.S.  21,4  μCi/nmol)  è  stato
addizionato all'omogenato di membrane (30 μg di proteine) simultaneamente al ligando non
radiomarcato  (a  t=0)  in  un  volume finale  di  0,5  ml  di  T50.  La  percentuale  di  legame del
radioligando  al  TSPO  è  stata  misurata  a  vari  tempi  come  precedentemente  descritto.
L'esperimento è stato condotto utilizzando concentrazioni di PK11195 corrispondenti a uno,
tre  e  dieci  volte  la  sua  K
i
.  Nella  versione  “semplificata”  dell'esperimento,  i  ligandi  non
radiomarcati sono stati invece utilizzati ad una singola concentrazione corrispondente a tre
volte la loro K
i
.
L’analisi  dei  dati  è  stata  effettuata  mediante  il  software  GraphPad  Prism  5,  utilizzando
l’equazione “kinetics of competitive binding”.
La determinazione del valore della costante di dissociazione (K3) dei ligandi ha consentito di
calcolare per ciascuno il  valore di “Residence time” (RT) corrispondente al reciproco di K3
(RT=1/K3) e espresso in min. 
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PARTE SECONDA
2.7  Linea cellulare e condizioni di coltura
La linea cellulare U87MG, derivante da glioma maligno umano di  III  grado con morfologia
epiteliale, è stata ottenuta dall’Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro (ICLC) di Genova. Le
cellule sono state piastrate e mantenute nell’appropriato mezzo completo sterile costituito da:
• RPMI-1640 addizionato di 10% di siero fetale bovino (FBS);
• L-glutammina 2 mM;
• 100 U/ml di penicillina e 100 mg/ml di streptomicina;
• 1% di soluzione di aminoacidi non essenziali (NEAA).
La  coltura  è  stata  mantenuta  in  incubatore  ad  una  temperatura  di  37  °C  e  un’atmosfera
umidiﬁcata costituita da 5% di CO2 e 95% di aria.
     
Figura 6. Cellule U87MG. (Adattata da  www.phe-culturecollections.org.uk)
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2.8  Trattamento delle cellule U87MG
Le cellule U87MG sono state seminate e dopo 24 ore il mezzo di coltura è stato sostituito con
mezzo  fresco  contenente  DMSO  (controllo)  o  di  ligando  irreversibile  al  TSPO irDE-MPIGA
(solubilizzato in DMSO). In entrambi i casi il DMSO è stato mantenuto ad una concentrazione
inferiore all'1% (v/v). Per ogni esperimento è stata somministrata una singola dose di irDE-
MPIGA, corrispondente a 1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule, e gli effetti del trattamento sono stati
monitorati ai tempi indicati per un massimo di 24 ore. In parallelo, le cellule U87MG sono
state trattate con una singola dose del ligando reversibile al TSPO PIGA corrispondente a 2,5
μM.
2.9  Analisi della vitalità cellulare
L'analisi della vitalità cellulare è stata eseguita mediante il saggio di esclusione del colorante
Trypan  Blue.  Tale  test si  basa  sulla  differente  selettività  di  permeazione  del  colorante
attraverso la membrana  cellulare fra cellule vive e cellule morte: le cellule vive, avendo una
membrana cellulare integra, sono in grado di escludere l’ingresso nel citoplasma del colorante
Trypan Blue, le cellule morte, la cui membrana è caratterizzata da una maggiore permeabilità,
lasciano passare il colorante assumendo una colorazione blu.
Per eseguire il saggio le cellule U87MG sono state seminate in multiwell da 24 pozzetti, con
una densità di 5 x 104 cellule per pozzetto, in un volume finale di 1 ml di mezzo di crescita
completo. Dopo 24 ore le cellule sono state trattate con DMSO o irDE-MPIGA alla dose di 1,25
x 10-3 nmol/l x 106 cellule e mantenute in incubazione per 3, 6 e 24 ore.
Al  termine dell'incubazione,  le  cellule  sono  state  recuperate,  trasferite  in  eppendorf,  e  la
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sospensione è stata centrifugata a 300 x g per 5 minuti. Il pellet così ottenuto è stato risospeso
in 300 μl di mezzo completo mentre il sovranatante è stato scartato. Per effettuare la conta
cellulare,  a 100 µL di  ogni sospensione sono stati  aggiunti 20 µL di  Trypan Blue allo 0,4%
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Ogni campione è stato mantenuto in ghiaccio per 1 minuto,
quindi  10 µL della sospensione sono stati caricati nella camera di conta cellulare di Burker. Le
cellule  vive  e  morte,  distinguibili  al  microscopio  per  la  differente  colorazione,  sono  state
contate in ognuno dei nove quadrati che costituiscono l'emocitometro, ed è stata calcolata la
media delle cellule vive e morte presenti in ciascun quadrato.
La stessa procedura è stata applicata per la valutazione degli effetti sulla vitalità cellulare del
ligando reversibile PIGA.
2.10  Silenziamento transiente del TSPO in cellule U87MG
Per determinare se la morte cellulare indotta da irDE-MPIGA fosse mediata in modo specifico
dalla sua interazione con il TSPO, è stato valutato l’effetto del ligando sulla vitalità delle cellule
U87MG  in  cui  è  stato  indotto  il  silenziamento  transiente  dell’espressione  di  TSPO.  Ciò  è
possibile  grazie  all'uso  di  uno  “small  interfering”  RNA (siRNA)  disegnato  per  silenziare  in
maniera specifica il trascritto di TSPO (sc-40821, Santa Cruz Biotechnology).
Gli “small interfering” RNA sono piccoli RNA a doppio filamento, composti da 21-25 residui
nucleotidici, che vengono utilizzati per indurre il silenziamento transiente dell'espressione di
specifici geni. In seguito all'associazione fra il siRNA e un complesso enzimatico denominato
RISC (complesso silenziatore indotto da RNA), il doppio filamento del siRNA viene aperto. In
questo modo la sequenza antisenso, che rimane complessata a RISC, è in grado di legarsi a
specifiche sequenze bersaglio di mRNA presenti nel citoplasma. Una volta che il frammento
antisenso del siRNA si è appaiato alla sequenza bersaglio dell'mRNA, si attiva una componente
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endonucleasica  di  RISC  che  frammenta  l'mRNA.  I  frammenti  di  mRNA  vengono  quindi
riconosciuti dalle RNAsi citoplasmatiche e degradati, impedendo di fatto la traduzione della
proteina.
Per  eseguire  l'esperimento,  le  cellule  U87MG  sono  state  trasfettate  con  siRNA-TSPO
utilizzando l'apposito reagente di trasfezione (sc-29528) alla concentrazione finale di 50 nM, in
accordo con il protocollo fornito dal produttore. Per ogni esperimento di silenziamento è stata
eseguita  in  parallelo  una  trasfezione  con  una  sequenza  di  si-RNA  inattiva  (sc-37007)  da
utilizzare come controllo negativo. 
Per valutare l’efficacia del silenziamento transiente di TSPO è stato effettuato un saggio di
binding, impiegando [3H]PK11195, su campioni di omogenati di cellule U87MG derivati dagli
esperimenti di trasfezione con siRNA (corrispondenti ai campioni dopo 48 e 72 ore dall’inizio
della transfezione). In parallelo, il saggio di binding è stato effettuato sui campioni trasfettati
con  la  sequenza  inattiva di  siRNA  (campione  di  controllo).  Specificatamente, una  volta
raggiunta la subconﬂuenza, dalla coltura cellulare è stato aspirato il mezzo completo ed è stato
effettuato un lavaggio con 3 mL di PBS (NaH2PO4 9,1 mM, Na2HPO4 1,7 mM, NaCl 150 mM, pH
Figura 7. Meccanismo di azione del siRNA. (Adattata da www.alnylam.com)
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7,4)  e  EDTA  allo  0,04%  .  Le  cellule  sono  state  quindi  staccate  meccanicamente  con  uno
scraper,  raccolte in corex e centrifugate a 200 x g per 5 minuti.  Il  pellet  ottenuto è stato
sospeso  in  rapporto  1:10  con  Tris-HCl  5  mM,  pH  7,4  contenente  inibitori  delle  proteasi
(benzamidina 160 µg/ml, bacitracina 200 µg/ml e inibitori della tripsina 20 µg/ml) e turraxato,
quindi la sospensione è stata centrifugata a 48000 x g per 15 minuti. Il pellet ottenuto è stato
risospeso  in  rapporto  1:10  con  T50,  turraxato  e  la  sospensione  è  stata  centrifugata
nuovamente  a  48000  x  g  per  15 minuti.  Il  pellet  è  stato  quindi  sospeso  in  3  ml  di  T50,
turraxato e sottoposto a dosaggio proteico Bio-Rad.
Per il saggio di binding radiattivo, gli omogenati di membrane (20 μg di proteine) sono stati
incubati con una concentrazione fissa di [3H]PK11195 (6  nM) e seguendo la procedura già
descritta in questo capitolo.
Per l'analisi della vitalità, le cellule trasfettate sono state trattate con DMSO o irDE-MPIGA alla
dose di 1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule per 6 ore e in seguito sottoposte a saggio di esclusione
del colorante Trypan Blue, come già descritto.
2.11  Analisi  della  variazione  del  potenziale  di  membrana
mitocondriale
La variazione del  potenziale  di  membrana mitocondriale  (Δψm) è stata valutata mediante
citofluorimetria a flusso utilizzando il  colorante cationico lipofilo  JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-
1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide). 
Nelle cellule vitali  la  carica negativa del  potenziale di  membrana mitocondriale richiama il
colorante  lipofilo  carico  positivamente.   JC-1  si  accumula  all'interno  della  matrice  fino  a
raggiungere  una  concentrazione  critica  oltre  la  quale  forma  aggregati  che  emettono
fluorescenza  nel  rosso  (FL2).  Nelle  cellule  apoptotiche  il  potenziale  di  membrana
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mitocondriale collassa. In questo caso il colorante non è richiamato nella matrice ma resta
libero nel citoplasma dove, non essendo sufficientemente concentrato rimane nella sua forma
monomerica che emette fluorescenza nel verde (FL1). Una riduzione della fluorescenza nel
rosso è pertanto indice di dissipazione del Δψ.
Per la determinazione della variazione di Δψm, le cellule U87MG sono state seminate e una
volta raggiunta la subconfluenza sono state incubate con una singola dose di irDE-MPIGA,
corrispondente a 1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule oppure di PIGA 2,5 μM a vari tempi (1,5-3-6-
12-24 ore). Al termine dell'incubazione, sia le cellule adese che quelle in sospensione sono
state recuperate e incubate con il fluorescente JC-1 per 20 minuti a temperatura ambiente. La
fluorescenza rossa emessa dagli aggregati è stata registrata nel canale 2 del citofluorimetro
(FL-2), mentre la fluorescenza verde emessa dai monomeri è stata resistrata nel canale 1 (FL-
1). Le cellule necrotiche sono state escluse elettronicamente sulla base delle caratteristiche
morfologiche ricavate dallo scattering della luce.
Figura 8. Esempio di grafico dot plot per cellule vitali (A) e apoptotiche (B).  (Adattato da 
www.lifetechnologies.com)
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Per  il  controllo  positivo,  un'aliquota  di  cellule  è  stata  incubata  in  presenza  di  CCCP,
(carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone),  un potente disaccoppiante della fosforilazione
ossidativa. 
2.11.1  Valutazione della capacità di ritenzione del calcio mitocondriale
(CRC)
La capacità di ritenzione del Ca2+ da parte del mitocondrio è stata valutata utilizzando  Calcium
Green-5N (Molecular Probes, Invitrogen, Milano, Italia), una sonda fluorescente che, essendo
incapace  di  attraversare  la  membrana  mitocondriale,  lega  selettivamente  il  Ca2+
citoplasmatico.
Per eseguire il saggio, le cellule U87MG sono state sospese in mezzo opportuno (saccarosio
250 mM, Pi-Tris 1 mM, MOPS-Tris  10 mM) e permeabilizzate con digitonina 40 μM per 5
minuti a 0 °C. Successivamente i campioni (2 x 106 cellule) sono stati caricati in multiwell da 12
pozzetti e alla sospensione è stato addizionato succinato 5 mM come substrato respiratorio, e
Calcium Green-5N 0,25 μM. Tutti gli esperimenti sono stati condotti a 25 °C. Gli impulsi di Ca2+
sono stati somministrati a intervalli di 3 minuti fino al raggiungimento del valore soglia oltre il
quale il  Ca2+ viene rilasciato dai mitocondri.  Tale valore è indicato da un incremento della
fluorescenza non seguito da decadimento. La fluorescenza (λex=505 -  λem=535 nm) è stata
misurata utilizzando un fluorimetro equipaggiato con controllo termostatico (Victor Wallac 2,
Perkin Elmer, CA, USA).
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2.11.2  Valutazione della esternalizzazione della fosfatidilserina
Durante  l’apoptosi  la  cellula  subisce  la  traslocazione  del  fosfolipide  di  membrana
fosfatidilserina dal  lato interno della membrana, dove normalmente è localizzato,  a quello
esterno. 
L’Annessina V è una proteina che si lega con elevata aﬃnità e speciﬁcità alla fosfatidilserina. E’
possibile  quindi  utilizzare l’Annessina V marcata con il  ﬂuoroforo ﬂuoresceina-isotiocianato
(FITC)  come sonda sensibile  per  rilevare  l’esposizione  della  fosfatidilserina  sulla  superﬁcie
cellulare ed individuare la frazione di cellule in apoptosi all’interno della popolazione totale.
Anche nelle cellule in  necrosi  la fosfatidilserina è  accessibile alla  marcatura,  a  causa della
perdita di integrità della membrana plasmatica. 
Utilizzando  la  7-Aminoactinomicina  (7-AAD)  è  tuttavia  possibile  distinguere  le  cellule
necrotiche da quelle apoptotiche poiché questo colorante è un intercalante del DNA capace di
penetrare  all’interno  delle  cellule  solo  quando  viene  meno  l’integrità  della  membrana
citoplasmatica. Di conseguenza mentre le cellule necrotiche risultano positive alla colorazione
con 7-AAD, le cellule in apoptosi, la cui membrana è ancora integra, risulteranno negative. 
Quindi  grazie  alla  combinazione  di  Annessina  V  e  7-AAD  è  possibile  ottenere  un  proﬁlo
citoﬂuorimetrico  dove  le  cellule  vitali  risultano  negative  ad  entrambi  i  markers,  quelle  in
apoptosi risultano positive all’Annessina V e negative a 7-AAD mentre quelle necrotiche sono
positive per entrambi i marcatori. 
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Per eseguire il saggio, la doppia colorazione con Annessina V/FITC, e 7-AAD è stata condotta
utilizzando il kit commerciale Muse Annexin V and Dead Cell Kit (Merck Millipore). Le cellule
sono state trattate con DMSO (controllo), irDE-MPIGA (1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule) per 3 e
6 ore o PIGA (2,5 µM) per 12 e 24 ore. Le cellule sono state poi raccolte, centrifugate a 300 x g
per 5 minuti e risospese in mezzo di coltura. Un'aliquota di 100 µL di sospensione è stata
addizionata  a  100  µL  di  reagente  ﬂuorescente  e  incubata  per  10  minuti  a  temperatura
ambiente.  La  percentuale  di  cellule  vive,  apoptotiche  e  necrotiche  è  stata  acquisita  e
analizzata tramite Muse Cell Analyzer (Merck Millipore).
Figura  9.  Saggio  dell’Annessina  V/7-AAD.  A  sinistra  è  il lustrato  schematicamente  il
principio  di  funzionamento  del  saggio.  La  ﬁgura  di  destra  presenta  un  esempio  di
proﬁlo citoﬂuorimetrico  ottenuto dall’analisi  della  ﬂuorescenza emessa dai  due marker.
(Adattato da www.stmichaelshospital.com)
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2.12  Analisi del ciclo cellulare
Per la valutazione del ciclo cellulare è stato impiegato MuseTM Cell Cycle Kit (Millopore). Nel
reagente  premiscelato  fornito  con  il  kit  è  presente  il  fluoroforo  Propidio  Ioduro  (PI),  un
intercalante del DNA che si lega all’acido nucleico in modo proporzionale alla quantità di DNA
presente all’interno della cellula, permettendo di distinguere le cellule nelle diverse fasi del
ciclo  cellulare G0/G1,  S  e  G2/M.  Poiché  il  PI  non  è  in  grado  di  permeare  la  membrana
plasmatica è necessario permeabilizzare le cellule con EtOH al 70% prima di poter aggiungere
il reattivo al campione.
Le cellule in fase G1 avendo un contenuto di DNA diploide (2n) mostrano una fluorescenza più
debole. Al contrario le cellule in fase G2 (diploidi, 4n) mostreranno un’intensità di fluorescenza
pari a due volte quella evidenziata per le cellule in G1. Le cellule in cui si verifica sintesi di DNA
(fase S) presenteranno un’intensità compresa tra i due picchi principali G1 e G2.
Figura  10.  Esempio  di  istogrammi  ottenuti  con  software  Muse ™ per  l'analisi  del  ciclo
cellulare. Il  grafico  A  mostra  il  profilo  della  popolazione  cellulare  sulla  base  del
rapporto fra contenuto di DNA e dimensione delle cellule. I l  grafico B mostra il profilo
del  contenuto  di  DNA nelle  varie  fasi  del  ciclo  cellulare  per  un campione di  cellule  in
coltura . (Immagine adattata da www.icms.qmul.ac.uk)
A B
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Per eseguire il  saggio del  saggio le cellule sono state trattate con DMSO (controllo),  irDE-
MPIGA e PIGA per 24 ore. Trascorso il tempo di incubazione le cellule sono state staccate con
tripsina-EDTA e centrifugate a 300 x g per 5 minuti. Il pellet è stato poi sospeso con 100µL di
PBS e aggiunto goccia a goccia in 1 ml di etanolo al 70% a 0 °C, quindi mantenuto a -20°C per
almeno 3 ore.  In seguito, un'aliquota di sospensione (contenente almeno 2 x 105 cellule) è
stata centrifugata a 300 x g per 5 minuti e il pellet di ciascun campione è stato sospeso con
100µL di PBS e 100µL del reagente fluorescente (Muse™ Cell Cycle reagent). Dopo 30 minuti
di incubazione a temperatura ambiente e al buio, il  campione è stato analizzato mediante
l’utilizzo dello strumento Muse™ Cell Analyzer (Merk KgaA, Darmstadt, Germany). 
2.13  Analisi statistica dei dati
L’analisi  di  correlazione  tra  l'affinità  dei  composti   (K i),  determinata  mediante  saggio  di
competizione,  e  il  valore  di  Kd cinetica  (Koff/Kon)  è  stata  effettuata  tramite  il  calcolo  di
correlazione Pearson.  
Tutti i dati sono presentati come media ± SEM.
L'analisi statistica è stata condotta tramite l'analisi della varianza  (ANOVA) seguita da test t
corretto di Bonferroni. I valori p < 0.05 sono stati considerati statisticamente significativi.
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La sperimentazione condotta nella presente tesi è stata finalizzata al raggiungimento di due
principali obiettivi:
1) valutazione del tempo di residenza (“Residence Time”; RT) di ligandi sintetici al
TSPO in omogenati di membrane cellulari derivanti da un tessuto ricco in TSPO.
2) valutazione  dell’  effetto  antitumorale  esercitato  dal ligando  irreversibile  al
TSPO  irDE-MPIGA  sulla  linea  cellulare  umana  di  Glioblastoma  Multiforme
U87MG.
OBIETTIVO 1
3.1  Valutazione del “Residence Time” di ligandi al TSPO
Il  primo  obiettivo  del  presente  lavoro  di  tesi  si  inserisce  nella  problematica  relativa
all'individuazione, durante le fasi precoci dello sviluppo di nuovi farmaci, di parametri cinetici
in grado di snellire il processo di selezione di possibili candidati destinati alla sperimentazione
preclinica. 
Uno dei  parametri  più  promettenti  in  questo  senso è il  “Residence Time” (RT),  ovvero la
misura del  tempo in cui  un determinato composto forma un complesso stabile con il  suo
target cellulare. Il RT si sta rivelando un efficace strumento nella determinazione della durata
dell'effetto farmacologico indotto da ligandi a specifici target cellulari (Tummino et al., 2008;
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Zhang et al., 2009), tuttavia viene raramente scelto come criterio di selezione a causa delle
difficoltà tecniche legate alla determinazione dei parametri cinetici. 
Attualmente  il  metodo  più  accurato  per  determinare  il  valore  di  RT  (corrispondente  al
reciproco della costante di dissociazione del ligando dal suo target) consiste nel radiomarcare
il composto di interesse e calcolare le sue costanti di associazione e dissociazione (Casarosa et
al., 2011), operazione che risulta però onerosa in termini di tempo e risorse e che pertanto
risulta inadatta per screening su larga scala. Fra gli approcci alternativi, quello che risulta più
accurato nella determinazione dei parametri cinetici di composti non radiomarcati, è il saggio
di  associazione  competitiva  (Motulsky  e  Mahan,  1984),  un  metodo  basato  sul  modello
sviluppato  da  Motulsky  e  Mahan,  in  cui  un  ligando  non  radiomarcato  compete  con  un
radioligando standard per un determinato recettore. I parametri ricavati sperimentalmente
con questo metodo possono essere elaborati in modo da ottenere le costanti di associazione e
dissociazione del ligando non radiomarcato. 
Per ligandi sintetici al TSPO, lo screening iniziale è stato basato essenzialmente sulla selezione
di  ligandi  con  affinità  di  legame  per  la  proteina  nell'ordine  della  nanomolarità  o
subnanomolarità, non tenendo in considerazione i parametri cinetici del legame. Inoltre, al
momento non sono disponibili dati della letteratura su una potenziale relazione tra il tempo di
residenza dei ligandi al TSPO e l’efficacia in vitro. Per questo motivo, l'obiettivo della prima
parte di questa tesi è stato quello di determinare le costanti cinetiche di ligandi sintetici al
TSPO e il relativo valore di RT, applicando un modello “semplificato” del saggio di associazione
competitiva. La determinazione di RT per ligandi al  TSPO apre la strada alla valutazione di
possibili correlazioni tra il tempo di residenza per tali ligandi e l’efficacia nel determinare una
specifica risposta cellulare.
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3.2  Messa a punto del saggio di binding con [3H]PK11195 in
omogenati di membrane di rene di ratto
Poichè  l'accuratezza  delle  costanti  di  associazione  (Kon)  e  dissociazione  (Koff)  calcolate  per
composti non radiomarcati dipende strettamente dalla precisione dei parametri cinetici del
legame del radioligando utilizzato come sonda nel preparato di interesse, si è proceduto a
caratterizzare la cinetica di legame del [3H]PK11195 in omogenati di membrane di rene di
ratto.
Inizialmente è  stata valutata la  concentrazione di  proteine di  omogenati  di  membrane da
impiegare nei successivi saggi di binding. I risultati sono esposti in Figura 11. Come si può
osservare  dal  grafico,  il  legame  specifico  del  [3H]PK11195  negli  omogenati  di  membrane
aumenta in modo lineare nel range di concentrazione 15-45 μg di proteine; la concentrazione
di proteine ottimale stabilita per i successivi esperimenti è stata di 30 μg.
Figura 11.   Legame specifico del  [ 3H]PK11195 in omogenato di  membrane di  rene di  ratto . Il
legame  specifico  del  [ 3H]PK11195  (espresso  in  fmol)  aumenta  in  modo  lineare  in  funzione
della  concentrazione  delle  proteine.  I  dati  sono  ottenuti  da  tre  esperimenti  condotti  in
duplicato.
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Per studiare la saturabilità del legame specifico del [3H]PK11195, aliquote di membrane di
rene  di  ratto  sono  state  incubate  con  concentrazioni  crescenti  di  radioligando.  I  risultati,
mostrati in Figura 12, indicano che il legame è saturabile. 
Elaborando i  dati  di saturazione mediante analisi  Scatchard è stato possibile determinare i
valori della costante di dissociazione all'equilibrio (Kd) e la densità massima recettoriale (Bmax).
 I valori medi ottenuti sono Kd = 3,6 ± 0,4 nM e Bmax = 6498 ± 500 fmol/mg proteine.
Il  valore di  Ki  del  PK11195 non radiomarcato  è  stato  determinato  attraverso  un saggio  di
binding competitivo con [3H]PK11195 e il risultato è stato di 3,3 ± 0,3 nM (Figura 13).
Figura  12.  Curva  rappresentativa  della  saturabilità  del  legame  del  [ 3H]PK11195  in
omogenati  di  membrane  di  rene  di  ratto  .  I  valori  di  Kd  e  Bmax  sono  stati  ottenuti
mediante linearizzazione dei dati usando analisi Scatchard.
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3.3  Determinazione di Kon e Koff di [3H]PK11195 tramite “saggio
classico” di cinetica di associazione e dissociazione
Il valore della Koff  è stato determinato preincubando le membrane di rene di ratto con una
concentrazione di [3H]PK11195 (approssimativamente 10 volte la Kd) tale da garantire un alto
livello  di  occupazione  iniziale,  per  un  tempo  sufficiente  al  raggiungimento  dell'equilibrio.
Successivamente  è  stata  indotta  la  dissociazione  radioligando-recettore  addizionando  una
concentrazione  saturante  di  PK11195  (approssimativamente  1000  volte  la  Kd)  in  grado  di
spiazzare il radioligando. Come si può osservare in Figura 14, la dissociazione di [3H]PK11195 è
monofasica e ha fornito un valore di Koff di 0.030 ± 0.002 min-1.
Figura  13.  Spiazzamento  del  legame  del  radioligando  [ 3H]PK11195  da  parte  di  PK11195
non  radiomarcato.  I l  grafico  mostra  i  dati  (media  ±  SEM)  ottenuti  da  tre  esperimenti
condotti in duplicato.
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Per quanto concerne la velocità di associazione sono state costruite una famiglia di curve di 
associazione utilizzando varie concentrazioni di [3H]PK11195 e ogni curva è stata monitorata 
fino all'equilibrio. 
La Figura 15 mostra una curva rappresentativa di cinetica di associazione.
Figura 14. Curva rappresentativa della dissociazione di [3H]PK11195 dal TSPO in omogenati di membrane di 
rene di ratto. I dati sono stati elaborati con una funzione esponenziale di decadimento monofasico.
Figura  15.   Curva  rappresentativa  della  cinetica  di  associazione  del  [3H]PK11195  in  omogenati  di
membrane di rene di ratto. L'esperimento è stato condotto utilizzando [3H]PK11195 alla concentrazione
di 23 nM per un tempo di incubazione massimo di 5 ore. I dati sono stati elaborati utilizzando una
funzione esponenziale di associazione monofascica in modo da ottenere la Kobs.
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Se il legame del [3H]PK11195 al TSPO segue la legge di azione di massa, secondo cui la velocità
di una reazione è proporzionale alla concentrazione dei reagenti, la Kobs dovrebbe aumentare
in modo proporzionale con la concentrazione di radioligando. In tal caso la pendenza della
retta ottenuta dovrebbe corrispondere alla velocità di associazione (Kon) e l'intercetta sull'asse
y dovrebbe corrispondere alla velocità di dissociazione (Koff).
Come si osserva in Figura  16, dalla graficazione delle Kobs in funzione della concentrazione di
radioligando si ottiene una retta (r2=0.98), e ciò indica che il legame del [3H]PK11195 al TSPO
segue la legge di azione di massa.
Dal grafico è possibile estrapolare Kon= 8,30 ± 0,6 x 106 M-1min-1 e  Koff = 0,030  ± 0,002 min-1. Il
valore di Kd (Koff/Kon) che si ottiene da tali dati è di 3,7 nM e risulta in buon accordo con il
valore ottenuto dall'analisi Scatchard dei dati sulla saturabilità del legame del [3H]PK11195.
Figura 16.  Valori della Kobs graficati in funzione della concentrazione di [3H]PK11195.
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3.4  Determinazione  di  K  off  e  K  on  di  ligandi  al  TSPO  non
radiomarcati mediante saggio di associazione competitiva
Una  volta  ottenuti  i  valori  di  Kon  (K1)  e  Koff  (K2)  del  radioligando  [3H]PK11195  attraverso
esperimenti classici di associazione e dissociazione, è stato possibile determinare le Kon (K3) e
Koff  (K4) di ligandi non radiomarcati inserendo i parametri cinetici nel modello delle “cinetiche
di legame competitivo” descritto nella sezione Metodi. Il saggio di associazione competitiva è
stato  validato  utilizzando  tre  differenti  concentrazioni  di  PK11195  per  verificare  che  i
parametri calcolati  fossero indipendenti dalla concentrazione di ligando utilizzata. I risultati
sono riportati in Figura 17.
Le Kon (K3) e Koff (K4) calcolate tramite tale esperimento sono state rispettivamente di 9.20 ± 0.7
x 106  M-1min-1 e 0.034 ± 0,004 min-1  (come riportato in Tabella 3), valori che si adeguano ai
Figura 17.  Curve rappresentative di un esperimento di associazione competitiva condotto utilizzando tre
concentrazioni di PK11195. Le curve sono state ottenute incubando gli omogenati di membrane di rene di
ratto con il solo radioligando (0) o con radioligando e PK11195 (1Ki ; 3Ki ; 10Ki)  per i tempi indicati.
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parametri cinetici calcolati con gli esperimenti classici di associazione e dissociazione. Inoltre,
la  Kd ottenuta  dal  saggio  di  associazione  competitiva  per  il  PK11195  non radiomarcato  è
assimilabile  alla  Ki ottenuta  dagli  esperimenti  di  spiazzamento  e  alla  Kd derivante  dagli
esperimenti di saturazione (Tabella 3). Tali risultati dimostrano che il saggio di associazione
competitiva può essere impiegato per ricavare i  parametri cinetici  di  ligandi del  TSPO non
radiomarcati.
Tabella 3: Confronto delle costanti di affinità del ligando di riferimento al TSPO 
PK11195, ottenute da diversi saggi di binding.
Tipo di saggio Kd o Ki
(nM)
Kon
(M-1min-1)
Koff
(min-1)
RTg
(min)
Saturazionea 3,6 ± 0,4 NA NA
Spiazzamentob 3,3 ± 0,3 NA NA
Associazione e
dissociazionec 3,7 ± 0,2 8,30 ± 0,6 x 10
6 0,030 ± 0,002 33
Associazione
competitiva
standardd
3,7 ± 0,4f 9,20 ± 0,7 x 106 0,034 ± 0,004 29
Associazione
competitiva
semplificatae
3,1 ± 0,3f 9,30 ± 0,9 x 106 0,029 ± 0,003 34
I valori riportati in tabella rappresentano le medie ± SEM di tre esperimenti condotti in duplicato. NA=non 
applicabile. a saggio di binding del [3H]PK11195 eseguito utilizzando concentrazioni crescenti di 
radioligando; b saggio di spiazzamento del [3H]PK11195 eseguito utilizzando concentrazioni 
crescenti di PK11195; c i parametri cinetici del [3H]PK11195 sono stati ottenuti mediante 
saggio di associazione e dissociazione tradizionale; d i parametri cinetici del PK11195 sono 
stati ottenuti mediante aggiunta di concentrazioni equivalenti a uno, tre e dieci volte la Ki del 
PK11195; e i parametri cinetici del PK11195 sono stati ottenuti mediante aggiunta di una 
singola concentrazione equivalenti a tre volte la Ki del PK11195; f Kd = Koff/Kon; g RT corrisponde
al reciproco della costante di dissociazione (RT = 1/Koff).
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È stato dimostrato che il saggio di associazione competitiva rappresenta un metodo accurato
per determinare i parametri cinetici di numerosi target, tuttavia il modello classico è laborioso
e richiede un elevato dispendio di tempo, in particolar modo se devono essere determinati i
parametri di più composti. Recentemente è stato dimostrato (Guo et al., 2012) che l'uso di
una singola concentrazione di ligando non radiomarcato è in grado di fornire dati accurati sui
parametri cinetici relativi all'interazione con il recettore, pertanto è stato ipotizzato di poter
modificare il metodo di determinazione a tre concentrazioni di ligando in un saggio a un'unica
concentrazione  di  ligando.  In  Figura  18  è  mostrata  una  curva  rappresentativa  ottenuta
utilizzando una singola concentrazione di ligando pari a tre volte la Ki.
Dagli  esperimenti  è  risultato  che  i  dati  ottenuti  utilizzando  PK11195  alla  singola
concentrazione  di  3Ki (Kon=  9,30  ±  0,9  x  106  M-1min-1 e  Koff =  0,029  ±  0,003  min-1) sono
comparabili ai dati ottenuti dagli esperimenti in cui è stato utilizzato il modello classico a tre
concentrazioni (Tabella 3). Ciò indica che il modello semplificato a singola concentrazione è
Figura 18. Curve rappresentative di un esperimento di associazione competitiva condotto utilizzando una
singola concentrazione di PK11195. Le curve sono state ottenute incubando le membrane di rene di ratto
con il solo radioligando (0) o con radioligando e PK11195 (3Ki)  per i tempi indicati.
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idoneo a quantificare i parametri cinetici di legame e rappresenta un sistema più rapido per la
loro determinazione rispetto al modello standard, ma ugualmente accurato. Con l'intento di
validare ulteriormente il  modello a singola concentrazione, sono stati  testati  altri  ligandi al
TSPO, fra cui Ro5-4864 e quattro composti a struttura 2-fenilindol-3-ilgliosilamidica. 
Per  prima cosa sono state determinate le  Ki di  ciascun composto,  in  modo da stabilire  la
concentrazione  da  utilizzare  nei  successivi  esperimenti.  I  valori  ottenuti  sono  mostrati  in
Tabella 2. Successivamente ciascun composto è stato testato mediante saggio di associazione
competitiva semplificato, utilizzando una concentrazione pari a 3 volte la K i e i dati ottenuti
sono stati utilizzati per determinare Kon e Koff (Tabella 4).
Tabella 4: Affinità di legame e parametri cinetici di ligandi al TSPO non 
radiomarcati ottenuti mediante saggio di spiazzamento e saggio di associazione 
competitiva “semplificato”
Ligando
TSPO
Ki
(nM)
Kon
(M-1. min-1)
Koff
(min-1)
Kd= Koff/Kon
(nM)
RT
(min)
PK11195 3.30 ± 0.3 9.30 ± 0.9 x 106 0.029 ± 0.003 3.10 ± 0.3 34 ± 3
Ro5-4864 20.0 ± 2 1.29 ± 0.1 x 106 0.031 ± 0.002 24.0 ± 2.0 32 ± 3
LUC720 1.40 ± 0.2 2.18 ± 0.2 x 107 0.039 ± 0.004 1.79 ± 0.2 26 ± 2
LUC835 0.91 ± 0.1 5.78 ± 0.5 x107 0.058 ± 0.005 1.00 ± 0.1 17 ± 1
LUC719 12.2 ± 1 7.89 ± 0.6 x106 0.094 ± 0.007 11.9 ± 1.0 11 ± 2
LUC925 12.2 ± 3 6.78 ± 0.4 x106 0.068 ± 0.004 10.0 ± 1.1 15 ± 2
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Inoltre,  la  Kd ottenuta  sperimentalmente  è  stata  confrontata  con  la  K i ottenuta  dagli
esperimenti di binding competitivo all'equilibrio ed è emersa una buona correlazione fra i due
tipi di valori (Figura 19).
Questi esperimenti provano ulteriormente che il modello semplificato è in grado di fornire co-
stanti di associazione e dissociazione accurate per ligandi non radiomarcati del TSPO.
Figura 19.  Correlazione tra la Ki e la Kd ricavata dai parametri cinetici. I valori di Ki sono stati ottenuti da
esperimenti di binding competitivo all'equilibrio con [3H]PK11195. I valori di Kd derivano da esperimenti
di associazione competitiva.
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3.5  Conclusioni
 
I risultati degli esperimenti esposti nella prima parte di questa tesi, dimostrano che l'applica-
zione del modello “semplificato” di Motulsky e Mahan è in grado di fornire parametri cinetici
accurati per ligandi non radiomarcati del TSPO. L'applicazione di questo metodo, apre quindi
la strada alla determinazione di RT di numerosi ligandi del TSPO e offre la possibilità di valuta-
re se tale parametro è in grado di influenzare l’efficacia in vivo. 
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OBIETTIVO 2
3.6  Effetto antitumorale esercitato dal ligando irreversibile al
TSPO irDE-MPIGA
Il secondo obiettivo di questo lavoro di tesi si inserisce in una problematica riguardante l’uso
in vitro di ligandi sintetici al TSPO. Specificatamente, la dose dei ligandi al TSPO in grado di
indurre  effetti  antitumorali  è  risultata  molto  più  alta  rispetto  alla  affinità  di  legame  che
mostrano  verso  la  proteina.  Generalmente,  le  dosi  utilizzate  per  determinare  un  effetto
funzionale in vitro sono nell’ordine di circa 100 volte l'affinità di legame del composto al suo
target cellulare. Nel caso dei ligandi TSPO invece, la dose efficace è risultata da 1000 a 10000
volte l'affinità di legame e tale discrepanza ha spesso suscitato dubbi riguardo la specificità
degli effetti osservati (Hans et al., 2005; Scarf et al., 2012).
Queste evidenze ci hanno spinto a investigare gli effetti causati da una stabile occupazione dei
siti di legame del TSPO mediante l’uso di una dose nanomolare di irDE-MPIGA, un ligando
sintetico che si lega covalentemente al TSPO.
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La irreversibilità dell’interazione tra il ligando irDE-MPIGA e il TSPO è stata precedentemente
dimostrata mediante l’uso di esperimenti di binding radioattivo in omogenati di membrane
cellulari di un tessuto ricco in TSPO (Taliani et al., 2010). Inoltre, precedentemente sono stati
condotti esperimenti finalizzati ad ottenere indicazioni sulla dose del ligando irreversibile utile
a saturare i  siti  di  legame del  TSPO e quindi  da impiegare nei  trattamenti  delle cellule  di
Glioblastoma Multiforme (GBM) U87MG.
3.7  Effetto di irDE-MPIGA sulla vitalità di cellule U87MG
Come primo passo, è stato valutato l’effetto esercitato da irDE-MPIGA sulla vitalità delle cellule
di GBM U87MG.
A tale scopo, le cellule U87MG sono state trattate con una singola dose nanomolare di ligando
capace di saturare i siti di legame del TSPO, e dopo 3, 6 e 24 ore di trattamento sono state
contate  le  cellule  vive  e  morte  mediante  il  saggio  convenzionale  di  vitalità  cellulare  di
                                                                                                      RISULTATI E DISCUSSIONE | 65
esclusione del colorante Trypan blue. I risultati sono riportati nella Figura 20.
Come  si  evidenzia  dal  grafico  (Fig.  20),  dopo  3  ore  di  trattamento  con  irDE-MPIGA,  nel
campione  trattato  il  bilancio  tra  cellule  vive  e  cellule  morte  non  varia  significativamente
rispetto alle cellule vive e morte del controllo (cellule U87MG trattate solamente con DMSO,
solvente impiegato per solubilizzare irDE-MPIGA). Diversamente, dopo 6 ore di trattamento,
un incremento significativo del numero delle cellule morte e una diminuzione del numero
delle cellule vive viene osservato nel campione trattato con irDE-MPIGA rispetto al controllo.
Dopo 24 ore di trattamento, nel campione trattato con il ligando risultano significativamente
ridotte solo le cellule vive rispetto al controllo.
Parallelamente, sono stati condotti esperimenti per valutare l’effetto del ligando reversibile al
TSPO PIGA sulla vitalità delle cellule U87MG. Al fine di avere una indicazione sulla dose del
ligando da impiegare nei saggi di vitalità, è stata determinata inizialmente la concentrazione
del ligando capace di inibire il  50% della vitalità di cellule U87MG (valore di IC50) dopo un
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Figura 20. Effetto di irDE-MPIGA sulla vitalità delle cellule U87MG. Le cellule U87MG sono state trattate con
una singola dose nanomolare di irDE-MPIGA (1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule) o DMSO (cellule di controllo)
per i tempi indicati. Il grafico mostra il numero di cellule vive e morte (media dei valori ± SEM).
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unico tempo di esposizione (24 ore). Il valore di IC50 ottenuto è stato di 2,5 ± 0,5 µM. Quindi le
cellule U87MG sono state trattate alla singola concentrazione, corrispondente al valore di IC50,
e a vari tempi di esposizione (3, 6 e 24 ore) sono state contate il numero delle cellule vive e
morte. I risultati sono riportati nella Figura 21.
I risultati evidenziano che il ligando reversibile al TSPO PIGA è capace di ridurre il numero di
cellule vive e aumentare il numero di cellule morte dopo 24 ore di trattamento.
Figura 21. Effetto del ligando reversibile al TSPO PIGA sulla vitalità delle cellule U87MG. Le cellule U87MG
sono state trattate con una dose micromolare di  PIGA (2,5 µM) o DMSO (cellule di  controllo) ai  tempi
indicati. Il grafico mostra il numero di cellule vive e morte (media dei valori ± SEM).
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3.8  Valutazione della specificità dell’effetto esercitato da irDE-
MPIGA sulla vitalità delle cellule U87MG
Al fine di determinare la specifica efficacia di irDE-MPIGA di indurre morte cellulare è stato
valutato  l’effetto  del  ligando  sulla  vitalità  delle  cellule  U87MG  in  cui  è  stata  indotto  il
silenziamento transiente dell’espressione di TSPO mediante l’uso di un “small interfering” RNA
(siRNA) disegnato per silenziare in maniera specifica il trascritto di TSPO (siRNA TSPO). 
Inizialmente, per quantificare l’efficienza del siRNA nel ridurre i livelli di espressione di TSPO
sono stati  condotti  saggi  di  binding  radioattivo,  che  hanno previsto  l’uso  del  radioligando
selettivo per TSPO [3H]PK11195. 
Il legame specifico del [3H]PK11195 è stato misurato in omogenati di membrane preparate da
cellule  siRNA  TSPO dopo  48  e  72  ore  dall’inizio  della  trasfezione.  Il  legame specifico  del
radioligando è stato confrontato con quello misurato in omogenati di membrane preparate da
cellule  trasfettate  con  un  siRNA  caratterizzato  da  sequenza  casuale  (scramble;  controllo
negativo).
Come mostrato nella Figura 22, i livelli di TSPO sono risultati statisticamente ridotti del 32% e
40%  (rispetto  al  controllo  negativo),  rispettivamente  dopo  48  e  72  ore  dall’inizio  della
trasfezione.
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Il saggio di vitalità eseguito nei campioni di cellule transfettate con siRNA TSPO e nei campioni
di controllo negativo (scramble), ha dimostrato come le cellule che esprimono bassi livelli di
TSPO risultino meno sensibili all’effetto pro-morte di irDE-MPIGA (Fig. 23). In particolare, sia a
48 che a 72 ore dall’inizio della trasfezione, i controlli negativi (scramble) trattati con irDE-
MPIGA per 6 ore mostrano un incremento della morte cellulare, circa doppio in confronto ai
rispettivi  campioni  scramble trattati  con solo  DMSO (ai  quali  è  stato attribuito il  valore di
morte cellulare pari a 1). L’aumento della morte cellulare indotto da irDE-MPIGA nei controlli
negativi  è  risultato  paragonabile  a  quello  osservato  nel  campione  di  cellule  U87MG  non
trasfettate (vedi Fig.20), suggerendo che l’uso del siRNA scramble non interferisce con l’effetto
pro-morte determinato da irDE-MPIGA. 
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Figura 22. Induzione del silenziamento transiente dell’espressione di TSPO in cellule U87MG.  I risultati
sono espressi come percentuale di legame specifico del [3H]PK11195 del campione siRNA TSPO rispetto
a quello del controllo negativo (Ctr), al quale è stato attribuito il valore di 100%. I dati sono stati ottenuti
da tre esperimenti condotti in duplicato. Ogni barra rappresenta la media dei valori ± SEM.
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Al  contrario,  nei  campioni  di  cellule  siRNA  TSPO,  sia  a  48  che  a  72  ore  dall’inizio  della
trasfezione,  irDE-MPIGA  risulta  meno  efficace  a  indurre  morte  cellulare  in  confronto  ai
rispettivi controlli negativi trattati con il ligando, indicando che l’abbassamento dei livelli  di
TSPO riduce l’efficacia di irDE-MPIGA ad indurre morte cellulare (Fig. 23).
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Figura 23.  Effetti della riduzione dei livelli di espressione di TSPO tramite siRNA sulla capacità di irDE-
MPIGA di indurre morte cellulare. Le cellule U87MG trasfettate con siRNA TSPO e scramble per 48 e 72
ore,  sono  state  trattate  con  DMSO  o  irDE-MPIGA  (1,25  x  10-3  nmol/l  x  106 cellule)  per  6  ore  e
successivamente  sottoposte  a  saggio  Trypan  blue.  Per  ogni  campione  di  cellule  trattate  con  irDE-
MPIGA, le cellule morte sono espresse come percentuale vs al rispettivo controllo (DMSO). I risultati
sono  mostrati  come  media  ±  SEM  dei  dati  ottenuti  da  tre  esperimenti  indipendenti  condotti  in
duplicato.
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3.9  Caratterizzazione degli effetti mitocondriali indotti da irDE-
MPIGA in cellule U87MG
Al fine di determinare se l’effetto di morte cellulare osservato a seguito del trattamento con
irDE-MPIGA fosse dovuto a modulazione dell’attività del poro della permeabilità di transizione
di membrana (MPT) mitocondriale sono stati valutati i seguenti parametri:
• capacità del ligando di indurre dissipazione del potenziale di membrana (Δψm);
• capacità del ligando di modulare la ritenzione di ioni Ca2+ (CRC: “Calcium Retention
Capacity”)  da parte del  mitocondrio,  parametro che misura la  propensità del  poro
MPT ad aprirsi.
3.9.1   irDE-MPIGA induce  depolarizzazione  del  Δψm. Per  valutare  se  irDE-MPIGA
inducesse cambiamenti del ΔΨm, le cellule U87MG sono state trattate con il ligando a vari
tempi, e successivamente sottoposte ad analisi citofluorimetrica usando il colorante cationico
lipofilico JC-1. I risultati del saggio sono riportati in Figura 24.
Figura 24.   irDE-MPIGA induce dissipazione del  ΔΨm in cellule  U87MG. I  diagrammi  dot  plot  sono
rappresentativi per i campioni trattati con DMSO, irDE-MPIGA e CCCP (controllo positivo).
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Come si  osserva  nella  Figura  24,  la  maggior  parte  (99%)  delle  cellule  trattate  con DMSO
(controllo) mostra un incremento della fluorescenza in entrambi i canali FL1 e FL2, e pertanto
è localizzata nel  quadrante in  alto a destra del  diagramma,  ad indicare che le  membrane
mitocondriali  sono  polarizzate.  Le  cellule  trattate  con  irDE-MPIGA  mostrano  invece  un
decremento  della  fluorescenza  nel  canale  FL2  e  un  incremento  nel  canale  FL1,  con
conseguente aumento della percentuale di cellule localizzate nel quadrante in basso a destra.
Ciò indica che tali cellule hanno subito dissipazione del Δψm.
Per valutare la cinetica del processo è stata eseguita un’analisi time-course della variazione del
ΔΨm, incubando le cellule U87MG con irDE-MPIGA a vari tempi di esposizione. Da tale analisi
è emerso che la dissipazione del ΔΨm aumenta progressivamente (significativo dopo 3 e 6 ore
Figura 25.  Analisi time-course della variazione di ΔΨm in cellule U87MG trattate con irDE-MPIGA. Il
grafico mostra la media della percentuale di cellule localizzate nei quadranti Alto Destra (AD: mitocondri
polarizzati) e Basso Destra (BD: mitocondri depolarizzati) dei diagrammi dot plot nell’analisi del ΔΨm. I
dati derivano da tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato.
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La stessa analisi è stata eseguita in parallelo utilizzando una dose micromolare (2,5  μM) del
ligando  reversibile  PIGA,  il  quale  ha  mostrato  la  capacità  di  indurre  una  dissipazione
significativa del ΔΨm dopo 12 e 24 ore di incubazione delle cellule (Figura 26).
3.9.2  irDE-MPIGA modula l’attività del poro MPT nelle cellule U87MG. Per lo studio
dell’effetto di irDE-MPIGA sull’attività dell’MPT poro è stato utilizzato il saggio CRC. 
In condizioni basali, i mitocondri sono in grado di trattenere una certa quantità di ioni Ca2+
(CRC0),  fino  al  raggiungimento  di  un  valore  soglia  che  causa  l’apertura  del  poro  MPT,  la
depolarizzazione  della  membrana  mitocondriale  e  il  rapido  rilascio  degli  ioni  Ca2+
precedentemente accumulati. Il Ca2+ è considerato l’induttore naturale dell’apertura del poro
MPT, tuttavia, sono stati individuati modulatori in grado di accelerare o ritardare l’apertura del
poro MPT e per questo denominati rispettivamente “induttori” o “inibitori”. In particolare, in
Figura 26.  Analisi time-course del ΔΨm in cellule U87MG trattate con PIGA.. Il grafico mostra la media
della  percentuale  di  cellule  localizzate  nei  quadranti  AD  (mitocondri  polarizzati)  e  BD  (mitocondri
depolarizzati)  dei  diagrammi  dot  plot  nell’analisi  del  ΔΨm.  I  dati  derivano  da  tre  esperimenti
indipendenti condotti in duplicato.
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presenza di “induttori” la capacità di ritenzione del Ca2+ da parte del mitocondrio diminuisce,
con conseguente abbassamento della soglia di apertura del poro MPT indotta dal Ca2+.  Al
contrario, in presenza di “inibitori” la capacità di ritenzione del Ca2+ da parte del mitocondrio
aumenta con conseguente innalzamento della soglia di apertura del poro MPT indotta da Ca2+.
Il  primo passo nella messa a punto dell’esperimento, è stato di determinare la capacità di
ritenzione mitocondriale  di  Ca2+ nelle  cellule  U87MG in  condizioni  basali.  A tale  scopo le
cellule  U87MG  sono  state  pretrattate  con  digitonina,  un  detergente  in  grado  di
permeabilizzare la membrana cellulare, e quindi sottoposte a una serie di impulsi di Ca2+ fino
al  raggiungimento del  valore soglia che induce l’apertura del  poro MPT, individuato  come
CRC0. Per valutare la CRC è stato impiegato Calcium Green-5N, una sonda fluorescente capace
di  legare  selettivamente  il  Ca2+ citoplasmatico  in  quanto  non  in  grado  di  attraversare  le
membrane mitocondriali.
Figura 27. Tracciati rappresentativi della CRC di cellule U87MG trattate con 1 µM CsA o 5 µM di CCCP (in
blu e arancione rispettivamente). Il tracciato in nero rappresenta il controllo. Le cellule U87MG sono
state  sospese  in  mezzo  CRC e  permeabilizzate  con  digitonina.  Alla  sospensione  cellulare  sono  stati
aggiunti Calcium Green-5N 0,25 µM, succinato 5 mM e una serie di impulsi di Ca2+.
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Come si può osservare nella Figura 27, dopo ogni impulso di Ca2+ somministrato, si osserva un
aumento di fluorescenza che indica l'ingresso del Ca2+ nel compartimento citoplasmatico. La
fluorescenza  raggiunge  rapidamente  un  valore  massimo  ed  è  seguita  da  una  graduale
diminuzione, causata dal sequestro del Ca2+ da parte dei mitocondri. Al raggiungimento del
valore  soglia,  si  osserva  come,  a  seguito  della  somministrazione  di  Ca2+,  la  fluorescenza
subisca  un  incremento  considerevole  e  senza  decadimento,  ad  indicare  il  rilascio  nel
citoplasma del  Ca2+ precedentemente  accumulato  nei  mitocondri.  La  curva  del  controllo,
mostra che la CRC0 (Figura 27, curva nera) è raggiunta a seguito di almeno 5 impulsi di Ca2+.
Per confermare che la fluorescenza misurata fosse effettivamente dovuta alla liberazione del
Ca2+ somministrato e sequestrato dai mitocondri, è stato utilizzato CCCP (carbonilcianuro m-
clorofenilidrazone),  un potente  disaccoppiante  della  fosforilazione ossidativa.  Come si  può
osservare dal grafico (Figura 27, tracciato in arancione), il trattamento con CCCP causa, come
atteso, l’immediato e massivo rilascio di Ca2+ da parte dei mitocondri.
Si è valutata inoltre la sensibilità del saggio sperimentale alla Ciclosporina A (CsA), un farmaco
immunosoppressore ben noto per la sua capacità di inibire l’apertura del poro MPT. Il grafico
(Figura  27,  tracciato  in  blu)  mostra  che  la  CsA  incrementa  la  CRC  rispetto  al  controllo,
confermando  la  capacità  del  farmaco  di  desensitizzare  il  poro  MPT  al  Ca2+ nelle  cellule
U87MG.
Quindi  si  è  proceduto  a  valutare  l’effetto  di  irDE-MPIGA  sull’attività  del  poro  MPT.
Generalmente, nel saggio CRC il trattamento cellulare con un induttore o inibitore del poro
MPT  viene  effettuato  pochi  minuti  prima  o  simultaneamente  alla  somministrazione  degli
impulsi di Ca2+, ma poiché in tali condizioni sperimentali il legame irDE-MPIGA-TSPO è ancora
reversibile,  le  cellule  U87MG sono state sottoposte a  2 ore di  incubazione con il  ligando,
tempo  necessario  allo  stabilirsi  di  un  legame covalente  con TSPO,  prima  di  procedere  al
caricamento degli impulsi di Ca2+.
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Figura  28.  Tracciati  rappresentativi  della  CRC di  cellule  U87MG trattate  con irDE-MPIGA o DMSO  .Il
tracciato in rosso indica il campione incubato per 2 ore con una dose nanomolare (1,25 x 10 -3 nmol/l x
106 cellule) di irDE-MPIGA. Il tracciato in nero rappresenta il controllo.
Figura 29. irDE-MPIGA modifica l’attività del poro MPTP a dosi nanomolari in cellule U87MG.I dati sono
normalizzati sulla CRC0 e sono stati ottenuti dalla media ± SEM dei dati di tre esperimenti indipendenti.
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Come si evidenzia dal grafico in Figura 29,  dopo 2 ore di incubazione con irDE-MPIGA, le
cellule U87MG mostrano una riduzione altamente significativa della CRC rispetto al controllo
(al quale si è attribuito valore di 1). Ciò dimostra che irDE-MPIGA è in grado di sensitizzare i
mitocondri alla apertura del poro MPT mediata da Ca2+.
3.10  Valutazione  dell'esternalizzazione  di  fosfatidilserina  in
cellule U87MG
La dissipazione del  ΔΨm osservata a seguito della esposizione delle cellule U87MG a
irDE-MPIGA suggerisce l'induzione di morte per apoptosi, in quanto tale fenomeno è
considerato uno degli eventi precoci di attivazione del pathway intrinseco della morte
cellulare programmata. Per confermare tale ipotesi,  è stato valutato come ulteriore
marker apoptotico, l'esternalizzazione del fosfolipide fosfatidilserina nella membrana
plasmatica  cellulare.  In  condizioni  normali  la  fosfatidilserina  è  situata nell’emistrato
interno della membrana plasmatica e viene a localizzarsi nell’emistrato esterno solo a
seguito dell'attivazione di segnali apoptotici.
Al fine di studiare tale parametro le cellule U87MG sono state trattate con una dose
nanomolare di irDE-MPIGA a vari tempi, sono state colorate con Annessina V/7-AAD e
analizzate  con  citofluorimetro  a  flusso.  I  risultati  dell’esperimento  sono  esposti  in
Figura 30a.
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Figura  30a.   IrDE-MPIGA  induce  l’esternalizzazione  della  fosfatidilserina  in  cellule  U87MG.Le  cellule
U87MG sono state trattate con una dose nanomolare (1,25 x 10 -3 nmol/l x 106 cellule) di irDE-MPIGA
per i tempi indicati.  I  grafici  dot plot mostrano nel quadrante in basso a sinistra le cellule vive,  nel
quadrante in basso a destra le cellule in apoptosi precoce e nel quadrante in alto a destra le cellule in
apoptosi tardiva.
Figura  30b.   IrDE-MPIGA  induce  l’esternalizzazione  della  fosfatidilserina  in  cellule  U87MG.  Le  cellule
U87MG sono state trattate con una dose nanomolare (1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule) di irDE-MPIGA o
con una dose micromolare (2,5 μM) di PIGA per i tempi indicati.
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Come si può osservare nel grafico a barre (Figura 30b), dopo 6 ore di incubazione il campione
trattato con irDE-MPIGA evidenzia un incremento significativo (> 20%) rispetto al controllo,
delle cellule in fase di apoptosi precoce.
Lo  stesso  saggio,  condotto  incubando  le  cellule  con  una  dose  micromolare  di  ligando
reversibile PIGA, mostra risultati simili dopo un trattamento di 24 ore.
3.11  Valutazione  dell'effetto  esercitato  da  irDE-MPIGA  sulla
progressione del ciclo cellulare in cellule U87MG
Allo scopo di verificare se la riduzione della vitalità delle cellule U87MG fosse dovuto anche a
una inibizione del ciclo cellulare, è stata condotta un'analisi  del ciclo cellulare in seguito a
trattamento con una dose nanomolare di irDE-MPIGA. I risultati dell'esperimento, esposti in
Figura 31a e 31b, mostrano che non sono presenti differenze significative delle fasi G1, S e
G2/M del ciclo cellulare, fra i campioni trattati con irDE-MPIGA e i controlli trattati con DMSO.
Risultati simili sono stati ottenuti trattando le cellule con una dose micromolare del ligando
reversibile PIGA. Ciò suggerisce che i ligandi del TSPO non sono in grado di bloccare il ciclo
cellulare.
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Figura 31a.  IrDE-MPIGA non blocca il ciclo cellulare nelle cellule U87MG. Dot plot rappresentativi del
profilo della popolazione cellulare e del contenuto in DNA in seguito al trattamento delle cellule U87MG
con una dose nanomolare (1,25 x 10-3 nmol/l x 106 cellule) di irDE-MPIGA per 24 ore.
Figura 31b.  IrDE-MPIGA non blocca il  ciclo cellulare nelle cellule U87MG..Gli  istogrammi  sono stati
ottenuti utilizzando il software MuseTM Cell Cycle e rappresentano la percentuale di cellule nelle varie
fasi  del  ciclo cellulare. I  grafici  non mostrano differenze nel  profilo della popolazione fra i  campioni
trattati con irDE-MPIGA, PIGA (2,5 μM) e i rispettivi controli.
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3.12  Conclusioni
I risultati ottenuti indicano che, nelle cellule U87MG, una dose nanomolare di irDE-MPIGA è
capace di  prolungare l'apertura del  poro MPT che induce rapidamente collasso del   Δψm
(dopo  3  ore).  Il  trattamento  con  irDE-MPIGA  causa  inoltre  esternalizzazione  della
fosfatidilserina (dopo 6 ore), un ulteriore evento caratteristico della morte programmata. Le
stesse risposte cellulari sono evidenziate anche mediante l’uso del ligando reversibile PIGA,
ma  solamente  a  una  concentrazione  micromolare  e  più  tardivamente  (dopo  12  ore),  in
accordo con i  dati  di  letteratura ottenuti  mediante l’uso  di  altri  ligandi  reversibili  al  TSPO
(Decaudin et al., 2002; Xia et al., 2000; Maaser et al., 2001 Sutter et al., 2002; Chelli et al.,
2004; Chelli et al., 2005; Hirsh et al., 1998). 
La specificità dell'effetto antitumorale indotto da irDE-MPIGA è stata dimostrata dalla minore
sensibilità delle cellule all'effetto pro morte di irDE-MPIGA a seguito della riduzione transiente
dei livelli di TSPO.
Questi risultati suggeriscono che l'occupazione di TSPO con un ligando sintetico che mostra un
prolungato RT potrebbe migliorare l'efficacia antitumorale come emerso in recenti lavori per
ligandi indirizzati ad altri target cellulari, in cui è stata dimostrata una correlazione tra il tempo
di residenza e un potenziamento degli effetti farmacologici (Copeland et al., 2006; Guo et al.,
2014). 
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